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ORGANIZACIÓN DE LA TESIS 

Este trabajo de tesis esta compuesto por siete secciones principales que reflejan la organización 
del trabajo de investigación desarrollado durante mi formación doctoral. Este trabajo de investigación 
consistió en estudiar 1) los mecanismos neuroquímicos que subyacen la degeneración excitotóxica de 
las NMs y 2) el papel de la activación de la sirtuinas como neuroprotectoras de la muerte excitotóxica 
de la NMs.  

1. INTRODUCCIÓN 
El marco teórico fundamental necesario para comprender el proyecto es explicado en esta sección: 
constitución macroscópica y microscópica de la médula espinal, la fisiología y los principios de 
excitabilidad de las neuronas motoras, las enfermedades de neurona motora, la excitotoxicidad 
como mecanismo clave de neurodegeneración y el papel de las sirtuinas en la fisiología del sistema 
nervioso y en trastornos neurodegenerativos. 

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS 
Aquí se explican los fundamento que genera las preguntas de investigación y la justificación para 
cada uno de los dos proyectos. 

3. MATERIALES Y MÉTODOS 

4. RESULTADOS 
4.1. PRIMER TRABAJO. Efectos sobre las neuronas motoras de la estimulación crónica de la 

liberación de glutamato endógeno en la médula espinal in vivo. 
El resultado de este trabajo de investigación es la publicación “Lazo-Gómez R and Tapia R. 
Motor alterations induced by chronic 4-aminopyridine infusion in the spinal cord in vivo: role 
of glutamate and GABA receptors. Front Neurosci (2016) May 9; 10:200. doi: 10.3389/
fnins.2016.00200”, que puede consultarse completa en el anexo 13.2. 

4.2. SEGUNDO TRABAJO. Las sirtuinas como mecanismo protector en un modelo de 
neurodegeneración de neuronas motoras espinales por excitotoxicidad crónica. 
Derivado de este trabajo surgieron dos publicaciones, la revisión “Lazo-Gómez R, Ramírez-
Jarquin UN, Tovar-y-Romo LB, Tapia R. Histone deacetylases and their role in motor neuron 
degeneration. Front Cell Neurosci (2013), Dec, 5; 7:243. doi: 10.3389/fncel.2013.00243” y la 
publicación original “Lazo-Gómez R and Tapia R. Quercetin prevents spinal motor neuron 
degeneration induced by chronic excitotoxic stimulus by a sirtuin 1-dependent mechanism. 
Transl Neurodegener (2017) Nov 21;6:31. doi: 10.1186/s40035-017-0102-8”, que puede 
consultarse de manera completa en los anexos 13.1 y 13.3, respectivamente. 

5. DISCUSIÓN 
En esta sección se consideran los hallazgos de ambos trabajos y se discuten de manera integral, en 
especial su relevancia de acuerdo a lo expuesto en la Introducción. 

6. CONCLUSIONES 
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RESUMEN

1. RESUMEN 

Las enfermedades de neurona motora son un grupo heterogéneo de trastornos degenerativos 
que se caracterizan por la pérdida selectiva e irreversible de las neuronas motoras de la corteza 
cerebral, el tronco encefálico y la médula espinal. Esta degeneración provoca debilidad, atrofia 
muscular y parálisis, culminando con la muerte por complicaciones respiratorias. Los mecanismos que 
conducen a la muerte de las neuronas motoras no han sido dilucidados por completo y tampoco se 
cuentan con tratamientos efectivos. Sin embargo, abundante evidencia señala que la excitotoxicidad, 
que es la activación excesiva de receptores ionótropicos de glutamato, tiene un papel primordial en la 
pérdida selectiva de las neuronas motora. En el laboratorio del Dr. Tapia se diseñó un modelo in vivo de 
excitotoxicidad crónica espinal que replica algunos rasgos de las enfermedades de neurona motora. 
Este modelo consiste en la infusión crónica y continua en la médula espinal lumbar, mediante 
minibombas osmóticas, de agonistas del receptor de glutamato de tipo AMPA. 

Previamente nuestro grupo demostró que la estimulación de la liberación de glutamato 
endógeno, mediante la administración de 4-aminopiridina, causaba muerte neuronal en el hipocampo y 
el estriado dependiente de la activación de receptores de glutamato. El modelo de excitotoxicidad 
crónica espinal depende de la administración de un agonista de glutamato exógeno, por lo que 
evaluamos el efecto de la infusión crónica de 4-aminopiridina a la médula espinal in vivo y sus 
características neuroquímicas. Este tratamiento no provocó muerte neuronal, pero causó alteraciones 
en la conducta motora dependientes de la activación de receptores de glutamato, en especial los de 
tipo NMDA. Por el contrario, observamos que el bloqueo crónico de la neurotransmisión inhibitoria 
condujo a la pérdida de neuronas motoras. Con estos hallazgos concluimos que la estimulación crónica 
de la liberación de glutamato endógeno ocasiona alteraciones motoras pero no provoca muerte de 
neuronas motoras, a diferencia de la falla inhibitoria crónica, que podría constituir otro mecanismo 
relevante de degeneración de neuronas motoras. 

También estudiamos el potencial efecto neuroprotector de la activación de sirtuina 1 en nuestro 
modelo como estrategia terapéutica. En varios modelos de neurodegeneración se ha observado que la 
activación de sirtuina 1 mediante polifenoles (como el resveratrol y la quercetina) confiere 
neuroprotección, aunque su papel en las enfermedades de neurona motora no ha sido del todo 
establecidos. Es por ello que evaluamos el efecto de la administración crónica de resveratrol o 
quercetina en nuestro modelo de excitotoxicidad espinal crónica in vivo. Primero, observamos que 
sirtuina 1 se expresa de manera preferente en somas neuronales de la médula espinal, pero no en la 
glía. Después, encontramos que la administración de resveratrol no tuvo efectos y que sólo quercetina 
evitó la muerte de neuronas motoras, la parálisis y la astrogliosis inducidas por excitotoxicidad. Este 
efecto era parcialmente prevenido por un inhibidor selectivo de sirtuina 1. Además, la inhibición 
crónica de sirtuina 1 no provocó ni evitó la degeneración de neuronas motoras, pero previno la 
astrogliosis y la microgliosis, inducidas por excitotoxicidad. Estos resultados sugieren que sirtuina 1 se 
encuentra involucrada en la degeneración neuronal mediada por excitotoxicidad y que su activación 
podría representar una estrategia terapéutica para enfermedades de neurona motora. 
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ABSTRACT

2. ABSTRACT 

Motor neuron disease is a heterogeneous group of degenerative disorders characterized by the 
selective and irreversible loss of motor neurons, located in the cerebral cortex, brainstem and spinal 
cord. This degeneration results in weakness, muscle atrophy and paralysis, which leads to death due to 
respiratory complications. Mechanisms underlying motor neuron degeneration have not been 
completely dilucidated and there are no effective treatments. However, a great amount of evidence 
suggests that excitotoxicity, the excessive activation of ionotropic glutamate receptors, plays a pivotal 
role in the selective loss of motor neurons. In Dr. Tapia’s laboratory an in vivo model of chronic spinal 
cord excitotoxicity was developed that replicates some of the features of motor neuron diseases. This 
model is achieved through the continuous and chronic infusion into the lumbar spinal cord tissue of a 
AMPA-type glutamate receptors agonist, using osmotic minipumps. 

Our group previously demonstrated that the stimulation of endogenous glutamate release, 
through 4-aminopyridine administration, caused neuronal death in the hippocampus and striatum. This 
effect is dependent on the activation of glutamate receptors. The model of chronic spinal 
excitotoxocity depends on the administration of an exogenous glutamate receptor agonist. Thus we 
studied the effect of the chronic infusion of 4-aminopyridine into the spinal cord in vivo and its 
neurochemical characteristics. This treatment did not result in motor neuron death, although it caused 
motor behavioral alterations that were due to the activation of glutamate receptors, especially of the 
NMDA type. On the contrary, the chronic blockade of inhibitory neurotransmission led to motor 
neuron loss. With these findings we concluded that the chronic stimulation of endogenous glutamate 
release leads to motor behavior alteration but does not cause motor neuron death. However chronic 
inhibitory failure does provoke neuronal loss, which might constitute another relevant mechanisms of 
motor neuron degeneration. 

We studied the potential neuroprotective effect of sirtuin 1 activation in our model as a 
therapeutic strategy, as well. Sirtuin 1 activation through polyphenols, such as resveratrol and 
quercetin, confers protection in several models of neurodegeneration although its role in motor neuron 
diseases has not been definitely established. Therefore we evaluated the effect of the chronic 
administration of resveratrol or quercetin in our model of chronic excitotoxicity in the spinal cord in 
vivo. We first observed that sirtuin 1 is expressed preferentially in neuronal somas in the spinal cord 
and is absent in glia. Then, we found that resveratrol had no effects and that only quercetin 
administration prevented excitotoxic motor neuron death, paralysis and astrogliosis. This effect was 
partially prevented by a sirtuin 1 selective inhibitor. Also, chronic inhibition of sirtuin 1 did not caused 
or prevented excitotoxic motor neuron degeneration, but prevented astrogliosis and microgliosis. 
These results suggest that sirtuin 1 is involved in excitotoxic motor neuron degeneration and that 
sirtuin 1 activation might represent a therapeutic strategy for motor neuron diseases. 
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LISTA DE ABREVIATURAS

3. LISTA DE ABREVIATURAS 

SIRT Sirtuina AMPA Ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropiónico

HDAC Deacetilasa de histona NMDA Ácido N-metil-D-aspártico

RSV Resveratrol PBS Amortiguador de fosfato y sodio

QCT Quercetina OAADPr O-acetil-ribosil-difosfato de adenosina

EX EX527, selisistat ME Médula espinal

NM Neurona motora KA Ácido kaínico

ENM Enfermedad de neurona motora VEGF Factor de crecimiento vascular 
endotelial

ELA Esclerosis lateral amiotrófica AMPK Cinasa de proteínas activada por AMP

AEM Atrofia espinal muscular SNC Sistema nervioso central

NADH Dinucleótido de nicotinamida y adenina 
reducido

4AP 4-aminopiridina

NAD+ Dinucleótido de nicotinamida y adenina 
oxidado

BIC Metbromuro de bicuculina

PDC Ácido L-trans-pirrolidin-2,4-
dicarboxílico

MK801 Dizocilpina

PGC1α Coactivador glicosilado 1α de PPARγ NBQX 2,3-dioxo-6-nitro-1,2,3,4-
tetrahidrobenzo[f]quinoxalina-7-
sulfonamida

PPARγ Receptor activador de la proliferación 
de peroxisomas γ

hSOD1 Superóxido dismutasa humana

HXKXac Lisinas acetiladas (posición X) de la 
histona X

SOD1G93A SOD1 mutante con sustitución de 
alanina por glicina en posición 93

GABA Ácido γ-aminobutírico GluR Receptor de glutamato

MUSC Muscimol NF-ĸB Factor nuclear ĸ B
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GABAAR Receptor de GABA tipo A HSP Proteína de choque térmico

TDP43 Proteína del unión al ADN de 
respuesta transactiva de 43 kDa 
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INTRODUCCIÓN 

4. INTRODUCCIÓN 

4.1. NEUROBIOLOGÍA DE LAS NEURONAS MOTORAS ESPINALES 

Médula espinal: consideraciones anatómicas 
El sistema nervioso central de los mamíferos se compone, desde un punto de vista anatómico, de 

encéfalo y de médula espinal. El encéfalo está compuesto por aquellas regiones que se encuentran en 
el interior de la cavidad craneal y varias porciones del tubo neural embriológico lo originan (ver Tabla 
4.1) (Jessell & Sanes 2013).  

En cambio, la médula espinal es la porción del sistema nervioso central que se encuentra dentro 
del canal vertebral. El canal vertebral resulta de la organización, en el eje vertical, de cada uno de los 
forámenes vertebrales. Embriológicamente, la médula espinal deriva del resto del tubo neural que no 
constituye el encéfalo (Sadler 2005). 

Macroscópicamente se trata de un cordón cilíndrico, que se origina inferiormente a la decusación 
de la pirámides del bulbo raquídeo, sitio donde el tracto corticoespinal cambia de lateralidad. La 
médula espinal presenta dos intumescencias, o engrosamientos, a nivel cervical y lumbar. En la porción 
más caudal, a nivel de la vértebra lumbar 1 (L1) en el humano adulto, la médula espinal termina en un 
adelgazamiento conocido como cono medular. El cono medular se continua en un filamento fibroso y 
elástico de tejido conectivo que se fusiona con las meninges, el filum terminale, y se ancla a la porción 
posterior de la primera vértebra coccígea (Figura 4.1). En contraste, en la rata la médula espinal termina 
al nivel de la vértebra L3 y no existe el cono medular, mientras que el filum terminale posee los mismos 
componentes citoarquitectónicos básicos de la médula espinal y termina en la tercera vértebra caudal 
(Watson & Katyalioglu 2009). 

En la cara anterior y en la línea media, la médula espinal presenta un hundimiento estrecho y 
profundo, conocido como fisura anterior, que divide a la médula en dos porciones laterales. 
Lateralmente a la fisura anterior, también en la cara anterior, es posible apreciar otras dos fisuras 
paramedianas que son más superficiales, llamadas fisuras anterolaterales. En el humano, cada dos a 

TABLA 4.1. DERIVADOS EMBRIOLÓGICOS DE LAS REGIONES DEL TUBO NEURAL

Región del tubo neural Componentes derivados

Prosencéfalo
Telencéfalo Hemisferios cerebrales, hipocampo, bulbos olfatorios

Diencéfalo Retina, tálamo, hipotálamo, epitálamo

Mesencéfalo Pedúnculos cerebrales, sustancia nigra, mesencéfalo

Rombencéfalo
Metencéfalo Cerebelo, puente de Varolio

Mielencéfalo Bulbo raquídeo

Tercio distal del tubo neural Médula espinal

5



INTRODUCCIÓN 

tres centímetros (cm), dichas fisuras presentan la emergencia de 6 a 8 cordones nerviosos finos, que 
tras una longitud de 1 a 2 cm se fusionan en una único cordón nervioso, conocido como raíz ventral. 
Dicha raíz se encuentra constituida por los axones de neuronas motoras, e inervan a músculos 
específicos de acuerdo a la región de la médula espinal que se trate; esto forma el sistema eferente de 
la médula espinal.  
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Figura 4.1. Vista posterior de la médula espinal y 
el canal vertebral del humano adulto. La médula 
espinal inicia en la decusación de las pirámides, 
en la unión con el bulbo raquídeo, y termina en el 
cono medular a la altura de la vértebra L1. De 
cada foramen intervertebral emerge una raíz 
espinal, la cual brinda la inervación de cada 
territorio corporal. De este hecho deriva la 
regionalización de la médula espinal en cuatro 
segmentos: cervical (C1-C8), torácico (T1-T12), 
lumbar (L1-L5), sacro (S1-S5) y coccígeo (Co). 
Figura tomada y modificada de Drake et al. 2015, 
p. 62.



INTRODUCCIÓN 

De la porción posterior se puede apreciar también una fisura mediana que corre verticalmente, 
mucho más superficial que la fisura anterior, conocida como fisura posterior. Asimismo, a cada lado de 
la fisura posterior se encuentra una fisura paramediana de la cual emergen 6 a 8 cordones nervioso 
finos que presentan aproximadamente las mismas características anatómicas que aquellas que originan 
la raíz ventral, sólo que en este caso originan a la raíz dorsal. Sin embargo, una diferencia notable es la 
presencia de un ensanchamiento, llamado ganglio de la raíz dorsal, encontrado justo lateral a la fusión 
de los cordones nerviosos en la raíz dorsal. Dicha raíz se encuentra formada por los axones de las 
neuronas bipolares sensitivas, constituyendo el sistema aferente de la médula espinal. Los somas de 
estas neuronas residen en el ganglio de la raíz dorsal. 

 

 

Las raíces dorsales y ventrales emergen a la misma altura una de la otra, y a cada lado, de la 
médula espinal. Asimismo, ambas tienen un patrón de inervación sensitiva y motora territorial 
específico y reproducible entre individuos de la misma especie. Por tanto, existe una correspondencia 
entre regiones de la médula espinal, en el eje vertical, con las regiones corporales. Esta 
correspondencia deriva de la segmentación de la médula espinal desde su desarrollo embrionario. A 

Figura 4.2. La médula espinal se encuentra dentro del canal vertebral, recubierta por las meninges 
(duramadre, aracnoides y piamadre). Nótese que de los forámenes intervertebrales salen las raíces espinales, 
cada una de las cuales brinda la inervación de cada territorio corporal. Figura tomada y modificada de Drake 
et al. 2015, p. 59.

7



INTRODUCCIÓN 

cada segmento de la médula espinal, marcado por la emergencia de las raíces espinales, se conoce 
como mielómero. Aproximadamente 1.5 a 2.5 cm de su emergencia, ambas raíces se fusionan en una 
única raíz espinal en la que después ocurrirá redistribución de los axones en diferentes cordones 
nerviosos, o nervios periféricos, de manera más o menos estereotipada en su trayecto hacia sus 
blancos de inervación (Figura 4.2).  

Existe una correspondencia clara entre los mielómeros, en la médula espinal, con las raíces 
espinales. En el humano, existen 31 mielómeros que se organizan en cuatro regiones, que son cervical 
(8 mielómeros, gran parte de los cuales otorgan la inervación a los miembros superiores o torácicos), 
torácica (12 mielómeros, que inervan tórax y abdomen), lumbar (5 mielómeros, que proporcionan la 
inervación a la porción anterior de los miembros inferiores o pélvicos), sacra (5 mielómeros, cuyo 
blanco es la región posterior de los miembros pélvicos, el periné, ano y genitales) y coccígea (un 
mielómero). De manera similar, en la rata los mielómeros se organizan en las mismas regiones, con la 
diferencia de que la región torácica presenta trece mielómeros, la lumbar tiene seis, la sacra tiene 
cuatro y la coccígea tiene tres (que inervan la cola), para un total de 34 mielómeros (Kayalioglu 2009a). 

Las raíces espinales salen del interior del canal vertebral a través de los forámenes 
intervertebrales, compuestos por la hendidura inferior del arco vertebral, superiormente, y por la 
hendidura superior del arco vertebral, inferiormente (Kayalioglu 2009b). Como ya se había 
mencionado, las raíces espinales están constituidas por los axones motores y sensitivos que se originan 
de y van hacia la médula espinal. Dicho axones siguen una redistribución posterior en plexos y nervios 
periféricos terminales, de tal manera que estos pueden tener axones de neuronas aferentes y 
eferentes al mismo tiempo. Sin embargo, existe una segmentación de los territorios cutáneos 
inervados por cada raíz dorsal, así como de los músculos inervados por cada raíz ventral. A éstos 
segmentos se les conoce como dermatomos para el primer caso, y miotomos para el segundo caso 
(Kayalioglu 2009a). En la Tabla 4.2 se presentan los miotomos de la extremidad pélvica de la rata, que 
fueron considerados en los trabajos experimentales presentados en esta tesis (Mohan et al. 2015). 
Esta correspondencia entre una porción del sistema nervioso central con un territorio, o patrón, 
corporal periférico se le conoce como organización somatotópica, y es uno de los motivos anatomo-
funcionales más recurrentes del sistema nervioso. 

Como continuación del encéfalo, y hacia el filum terminale, las tres meninges recubren también a 
la médula espinal. Se trata de tres membranas protectoras constituidas fundamentalmente por tejido 
conectivo que, de externo a interno, se conocen como duramadre, aracnoides y piamadre (o pia). La 
duramadre es una membrana resistente, mientras que la aracnoides presenta un espacio, el 
subaracnoideo, donde se encuentra el líquido cefalorraquídeo. Finalmente, la piamadre es la 
membrana que se encuentra en íntimo contacto con la superficie de la médula espinal, y del resto del 
sistema nervioso (Kayalioglu 2009b) (Figura 4.2). 

El aporte sanguíneo de la médula espinal está dado por un círculo anastomótico arterial que 
deriva de tres arterias espinales longitudinales, una anterior (o ventral) y dos posteriores (o dorsales). La  
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arteria espinal anterior deriva de la arteria vertebral en la porción más cefálica de la médula espinal, y 
se dirige caudalmente por fisura ventral mediana. Por su parte, las arterias espinales dorsales derivan 
de la arteria vertebral o de las primeras ramas de ésta, es decir, de las arterias cerebelosas postero-
inferiores. De la misma manera, se originan en el extremo cefálico de la médula espinal y descienden 
hacia el extremo caudal por las fisuras dorsales paramedianas. La red arterial recibe también aportes de 
las arterias intercostales, vertebrales, cervicales profundas y lumbares, todas ramas segmentarias de la 
aorta (Watson & Kayalioglu 2009). 

Citoarquitectura de la médula espinal 
En el interior de la médula se encuentra la sustancia gris, cuyo aspecto está dado por la 

abundante presencia de somas neuronales. La sustancia gris presenta forma de mariposa, aunque esta 
forma varía de acuerdo a la región de la médula espinal que se considere, y está organizada en dos 
astas ventrales, dos astas dorsales, dos astas intermediolaterales (en las regiones torácica y lumbar) y 
una región central (Watson & Kayalioglu 2009) (Figura 4.3). 

La sustancia gris espinal presenta una organización intrínseca, dada por zonas de regularidad en la 
morfología celular conocidas como láminas de Rexed (Figura 4.3). Esta organización ha sido encontrada 
en varias especies de mamíferos, aunque fue originalmente descrita en el gato (Rexed 1954) y se ha 
estudiado en detalle en el ratón, la rata y el humano. De dorsal a a rostral (o de posterior a anterior) se 
identifican 10 láminas, cada una de las cuales tiene citoarquitectura, conectividad, funciones y 
quimioarquitectura características (Heise & Kayalioglu 2009). 

Las láminas 1 a 4 son las principales regiones receptivas cutáneas de las neuronas bipolares del 
ganglio dorsal. La lámina 1, conocida también como el núcleo posteromarginal, está compuesta 
principalmente por neuronas fusiformes y el neurópilo tiene un aspecto reticular. La mayor parte de las 
neuronas contienen ácido γ-aminobutírico (GABA), aunque se han identificado también neuropéptidos 
como la sustancia P, dinorfina y encefalina. La lámina 2, también llamada sustancia gelatinosa, contiene 

TABLA 4.2. MIOTOMOS DE LA EXTREMIDAD PÉLVICA DE LA RATA

Mielómero Músculos inervados

L2 Vastus medialis, vastus lateralis, gracilis, biceps femoris

L3 Vastus medialis, vastus lateralis, gluteus maximus, gracilis, biceps femoris, tibialis

L4 Vastus medialis, gluteus maximus, gracilis, semitendinosus, biceps femoris, tibialis, 
gastrocenemius

L5 Gluteus maximus, gracilis, semitendinosus, biceps femoris, tibialis, gastrocnemius

L6 Gluteus maximus, gastrocnemius

S1 Gastrocnemius

Basado en los resultados de Mohan et al. 2015
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neuronas GABAérgicas y glutamatérgicas que modulan la transmisión nociceptiva dentro del asta 
dorsal. La lámina 3 contiene una población morfológicamente heterogénea de neuronas GABAérgicas, 
glicinérgicas y colinérgicas. Las neuronas de esta lámina responden a la estimulación táctil, ya sea ligera 
o por presión intensa. La lámina 4 contiene neuronas GABAérgicas que responden a estímulos no 
nociceptivos. 

10

Figura 4.3. Citoarquitectura de la médula espinal. Izquierda, Micrografía representativa de un corte 
transversal de la médula espina de la rata en el mielómero L3, teñido con violeta de cresilo (tinción de Nissl, 
ver sección Tinción y conteo de NMs en MATERIALES Y MÉTODOS). En la porción periférica del cordón medular se 
encuentra la sustancia blanca, formada por tractos axonales ascendentes y descendentes. En la parte central 
se puede apreciar la sustancia gris, la cual se divide en dos astas, dorsal y ventral. En el asta ventral se 
encuentran las NMs. Derecha, Esquema de la organización de las láminas de Rexed en la sustancia gris y de 
algunas aferencias que llegan a las NMs. Las NMs espinales se encuentran en la lámina IX. Establecen 
contacto sináptico con las fibras musculares (en la unión neuromuscular) y la neurotransmisión está mediada 
por acetilcolina. Reciben sinapsis inhibitorias (GABAérgicas y glicinérgicas) de interneuronas propioespinales y 
células de Renshaw, mientras que la excitación (mediada por glutamato en este caso) procede de las 
neuronas del ganglio dorsal y de tractos descendentes, provenientes de la corteza motora, por ejemplo. 
Micrografía izquierda tomada de Watson et al. 2009, p. 290.
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La lámina 5 recibe estimulación sensitiva de varias modalidades de las vísceras, los músculos y las 
articulaciones, así como fibras rubroespinales. Contiene neuronas estelares, fusiformes y triangulares 
que liberan GABA principalmente. Estas neuronas proyectan sus axones a centros supraespinales, 
como el cerebelo, para enviar información mecano-, noci- y multirreceptiva de la periferia. El núcleo 
dorsal, o columna de Clarke, se encuentra en la láminas 5 a 10, en los segmentos T1 a L3. Recibe 
aferentes de las extremidades pélvicas y sus axones forman el tracto espinocerebeloso.  

La lámina 6 constituye la porción más profunda del asta dorsal. Las interneuronas de esta lámina 
están involucrados en vías reflejas, reciben sobre todo axones colaterales de las fibras aferentes del 
huso muscular del grupo Ia. A su vez, la mayor parte de estas neuronas son propioespinales, aunque 
algunas se proyectan al cerebelo o al bulbo raquídeo. La lámina 7 corresponde al asta intermedio-
lateral. Sus neuronas son consideradas interneuronas premotoras GABAérgicas que reciben axones de 
de regiones del encéfalo involucradas con el control motor, como la corteza motora, el núcleo rojo y la 
sustancia gris periacueductal. Los axones de estas neuronas terminan generalmente en la lámina 9, 
donde residen las neuronas motoras espinales (NMs), en donde realizan la modulación de la función 
motora. Las neuronas preganglionares del sistema nervioso autónomo también se encuentra en la 
lámina 7, en los núcleos intermediolateral e intercalado. 

Las neuronas de la lámina 8 son morfológicamente heterogéneas, son GABAérgicas en su 
mayoría y ocupan la mayor parte del asta ventral. Establecen conexiones contralaterales 
propioespinales con las láminas 7, 8 y 9, llamadas fibras comisurales. Las neuronas de la lámina 8 
tienen un papel fundamental en la coordinación de la actividad motora entre ambos lados del cuerpo. 

Las neuronas motoras espinales (NMs) son neuronas colinérgicas que residen en la lámina 9, en la 
base del asta ventral. La mayor parte de la NMs son neuronas motoras α, que son neuronas 
multipolares grandes que inervan el músculo estriado. Existe otra población de neuronas, las neuronas 
motoras γ, que constituyen sólo el 30% de las neuronas en la lámina 9 y, aunque también son 
multipolares, son de menor tamaño. Estas neuronas inervan las fibras del huso muscular. Las NMs se 
organizan en columnas motoras longitudinales que proporcionan la internación eferente a grupos 
musculares específicos. Además, se ha observado un cierto grado de organización somatotópica en 
esta lámina, puesto que es común observar grupos de columnas motoras mediales y laterales, que se 
corresponden con los grupos musculares mediales y laterales, respectivamente.  

En el centro de la sustancia gris se encuentra el canal central, o canal ependimario, continuación 
del sistema ventricular del encéfalo y que discurre a lo largo de toda la médula espinal. En el feto y en 
el recién nacido el canal ependimario se encuentra permeable y contiene líquido cefalorraquídeo en su 
interior, mientras que el adulto éste se oblitera en varios segmentos. Recubriendo el interior del canal 
ependimario se encuentran células epiteliales columnares con vellosidades, las células del epéndimo, 
que hacen circular el líquido cefalorraquídeo y mantienen constante su composición. Alrededor del 
canal ependimario se encuentra la lámina 10, compuesto de una población heterogénea de neuronas 
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desde el punto de vista morfológico y neuroquímico. Esta lámina recibe aferencias somáticas y 
viscerales nociceptivas (Heise & Kayalioglu 2009). 

Rodeando a la sustancia gris se encuentra la sustancia blanca, cuyo aspecto está dado por la 
abundancia de axones mielinizados ascendentes y descendentes desde y hacia el encéfalo. La forma 
de la sustancia gris divide a la sustancia blanca en regiones o funículos, que son el anterior, el posterior 
y el lateral. A su vez, estos funículos está compuestos por fascículos o tractos, que son grupos de 
axones que presentan una relación funcional común (Watson & Kayalioglu 2009). 

Neuronas motoras espinales: morfología y fisiología sináptica 
La mayor parte de la investigación original sobre neurodegeneración se ha centrado en las NMs 

α, por lo que en esta tesis se hará sólo referencia a este subtipo de neurona motora. Las NMs 
lumbares de la rata son neuronas multipolares cuyo soma mide 35 μm de diámetro y tiene entre 6 y 
12 dendritas primarias. Estas dendritas se ramifican sobre todo en el asta ventral ipsilateral, 
especialmente en dirección rostrocaudal y dorsoventral (1.5 y 1.3 mm en promedio, respectivamente). 
Del 96 al 98% de la superficie de las NMs lumbares está constituida por sus dendritas (Chen & 
Wolpaw 1994) y la gran mayoría de las sinapsis se encuentran en el árbol dendrítico (Rall et al. 1992). 
Por otro lado, más del 70% de la superficie del soma está cubierta por botones sinápticos (Ichiyama et 
al. 2006).  

Las NMs constituyen la vía final común que vincula el sistema nervioso central (SNC) con la 
conducta motora. La regulación de la excitabilidad de las NMs depende en gran medida de canales 
activados por voltaje. La descripción detallada de cada una de las corrientes iónicas dependientes de 
voltaje está fuera del alcance de este trabajo, aunque se presentarán brevemente las más relevantes 
(ver Tabla 4.3). Todas las NMs presentan corrientes de sodio rápidamente inactivantes (INai) que 
explican los potenciales de acción dependientes de sodio. Los canales de sodio activados por voltaje 
(NaV) responsables de la INai se encuentran en el segmento inicial del axon. (Rekling et al. 2000). 

Los canales de potasio activados por voltaje (KV) son los principales determinantes del potencial 
de membrana (o de reposo), la forma del potencial de acción, las propiedades de disparo y los 
principales blancos de los neuromoduladores de la excitabilidad de las NMs (McLarnon 1995). Los KV 

determinantes de las corrientes potasio se encuentran distribuidos en las dendritas, el soma, el 
segmento inicial y el axón de las NMs (Rekling et al. 2000). En un experimento in vivo en ratas 
anestesiadas se determinó que el potencial de membrana de NMs lumbares era de -78 a -52 mV 
(Turkin et al. 2010). Este valor es positivo al potencial de equilibrio del K+, lo que sugiere que el 
potencial de membrana es resultado del balance entre las conductancias salientes de K+, entrante de 
Na+ y de fuga de Cl–. Varias corrientes de potasio que explican el potencial de membrana y la 
excitabilidad de las NMs: rectificante retardada (IKdr), rectificante entrante (IKir), entrante activada por 
hiperpolarización (Ih), saliente transitoria (IA) y activada por calcio (Rekling et al. 2000). 
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Las corrientes de potasio rectificantes son aquellas en las que ocurren cambios en la 
conductancia de acuerdo con ciertos potenciales de membrana. Varios canales subyacen las corrientes 
rectificantes. La IKdr es una corriente saliente de K+ sostenida activada por despolarización. Esta 
corriente contribuye a la modulación de la trayectoria en la membrana de los potenciales de acción y 
de la post-hiperpolarización rápida. El tetraetilamonio (TEA) bloquea la IKdr, lo que provoca que el 
potencial de acción se prolongue y la post-hiperpolarización sea suprimida. Por otro lado, la IA es una 
corriente de K+ activada por despolarización e inactivada por hiperpolarización, que modula el inicio y 
la frecuencia de disparo de las NMs. La 4-aminopiridina (4AP) bloquea esta corriente, lo que prolonga 

TABLA 4.3. CORRIENTES DE MEMBRANA ENCONTRADAS EN LAS NEURONAS MOTORAS ESPINALES DE MAMÍFERO Y 
SUS CARACTERÍSTICAS

Corriente (iones) Función propuesta
Neurotransmisores 
moduladores

INa i (Na+) Potencial de acción

INa p (Na+)
Lleva el potencial de membrana a umbral de disparo, amplifica 
el PPSE, relaciona directamente el disparo con el ingreso de 
corriente

5-HT

IK leak (K+) Contribuye a establecer el potencial de membrana (o de 
reposo)

TRH, NE, SP, 5-HT y 
mGlu

IKir (K+) Contribuye a establecer y estabilizar el potencial de membrana

IKdr (K+) Repolarización tras el potencial de acción, post-
hiperpolarización rápida

Ih (K+, Na+) Contribuye a establecer y estabilizar el potencial de membrana 
y los potenciales de rebote 5-HT, NE

IA (K+) Contribuye a establecer el potencial de membrana, controla el 
inicio de disparo NE

ICl leak (Cl−) Contribuye a establecer el potencial de membrana

IK Ca(BK) (K+) Repolarización tras el potencial de acción

IK Ca(SK) (K+) Determina la post-hiperpolarización

ICa HVA (Ca2+) Contribuye a la post-despolarización, a la post-
hiperpolarización y a los potenciales de meseta

5-HT, adenosina, 
mGlu

ICa LVA (Ca2+) Contribuye a la post-despolarización y a la repolarización tras 
el potencial de acción 5-HT

INa Ca (Na+) Determina los potenciales de meseta y la post-despolarización 
en neuronas motoras especializadas

IK Na (K+) Determina la hiperpolarización post-descarga

5-HT, serotonina; mGlu, glutamato a través de receptores metabotrópicos; NE, norepinefrina; SP, sustancia P; TRH, 
hormona liberadora de tirotropinas. 
Tomado y modificado de Reckling et al. 2000
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la espiga de repolarización y reduce la post-hiperpolarización rápida (McLarnon 1995, Rekling et al.  
1995). 

Las corrientes de calcio están involucradas en la fase de caída del potencial de acción, en la 
espiga post-despolarización y en la post-hiperpolarización. Estas corrientes están determinadas por 
canales de calcio dependientes de voltajes (CaV) (Rekling et al. 2000). En las NMs se han identificado 
CaV dependientes de voltaje alto (tipos L, N y P) y dependientes de voltaje bajo (tipo T) (Umemiya & 
Berger 1994). Aunque se conoce en gran detalle las propiedades electrofisiológicas de los CaV en las 
NMs del núcleo hipogloso (en el tallo cerebral) de la rata neonatal, poco se conoce acerca de sus 
funciones en las NMs espinales (Rekling et al. 2000). Se ha determinado que los CaV tipo L y N se 
expresan en en el soma y en las dendritas proximales de las NMs (Westenbroek et al. 1998). 

La regulación de la excitabilidad de las NMs y la integración sináptica son muy complejas. Esta 
tarea es elemental para la expresión de la conducta motora. Hay dos mecanismos identificados para 
lograr dicha regulación: dependiente de receptores ionotrópicos y dependiente de neuromoduladores. 
Los receptores ionotrópicos son activados por neurotransmisores que, una vez unidos a su receptor, 
provocan la apertura de un canal iónico que es parte del receptor; glutamato, GABA y glicina tienen 
receptores de este tipo. Los neuromoduladores son neurotransmisores que activan a receptores 
metabotrópicos que desencadenan cascadas de señalización que finalmente alteran las respuestas de 
los receptores ionotrópicos. Los neuropéptidos y las aminas (como serotonina, dopamina y 
norepinefrina) son ejemplos de neuromoduladores. Este mecanismo de regulación de la excitabilidad 
es más relevante fisiológicamente para las actividades de las NMs que la activación pura de los 
receptores ionotrópicos (Heckman et al. 2009). 

La mayoría de las aferencias sinápticas que reciben las NMs provienen de neuronas 
propioespinales (ver sección 4.2. Citoarquitectura de la médula espinal) (Holstege 1991). Entre las más 
relevantes son axones colaterales recurrentes provenientes de otras NMs que inervan grupos 
musculares relacionados, sinapsis inhibitorias originadas de las neuronas de Renshaw (dirigidas sobre 
todo a NMs que inervan músculos proximales), de interneuronas y de otras neuronas que reciben 
estímulos de la piel, músculos y articulaciones en el mismo segmento espinal o de segmentos 
superiores. Estos circuitos propioespinales originan patrones de actividad rítmicos y coordinados, que 
se sugiere son la base de tareas motoras estereotipadas e independientes de centros superiores del 
sistema nervioso, como la marcha y el rascado (Rekling et al. 2000). 

Otras neuronas aferentes cuyos somas se localizan en centros superiores del sistema nervioso, 
como el tallo cerebral y el mesencéfalo, también establecen sinapsis con las NMs (Tabla 4.4). Éstas 
neuronas son llamada también neuronas premotoras. Los núcleos del rafé pálido y obscuro, ubicados 
en el bulbo raquídeo, contienen neuronas serotoninérgicas que envían sus proyecciones directamente 
a las NMs a través de los funículos ventrales y laterales. Por su parte, las neuronas premotoras del locus 
coeruleus, ubicado también en el bulbo raquídeo, son noradrenérgicas. Otras regiones, como el núcleo 
retroambiguo, la médula ventromedial y ventrolateral, el núcleo del tracto solitario y el sistema 
vestíbuloespinal, son inhibitorias (es decir, su neurotransmisor es GABA o glicina). También hay 
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proyecciones corticoespinales, glutamatérgicas, que estimulan a las NMs. La mayor parte son 
indirectas, a través de interneuronas, mientras que las restantes directas están involucradas en el 
control motor fino de la musculatura distal (como en los músculos de la mano, en los primates). El 
núcleo rojo, también glutamatérgico y encontrado en el bulbo raquídeo, establece contactos sinápticos 
con las NMs que inervan a otros músculos distales (Heckman et al. 2009, Rekling et al. 2000). 

4.2. NEURODEGENERACIÓN EN LAS ENFERMEDADES DE NEURONA MOTORA 

Enfermedades de neurona motora 
La enfermedades de neurona motora (ENM) son un grupo poco frecuente de trastornos 

neurodegenerativos caracterizados, desde el punto de vista patológico, por la pérdida de las NMs. Este 
grupo de trastornos incluye la atrofia espinal muscular (AEM), la atrofia espinal bulbar muscular, la 
parálisis bulbar progresiva y la esclerosis lateral amiotrófica (ELA) (Van den Berg-Vos et al. 2003). Se 
estima que la prevalencia global de las ENM es de 4.5 personas afectadas por cada 100,000 
individuos. En México no existen estudios epidemiológicos sobre ENMs, aunque un reporte reciente 
estima que hubo 4,187 casos en 2016 (Logroscino et al. 2018). 

Las ENMs tienen un curso clínico sumamente variable, cuyas manifestaciones clínicas pueden ser 
relativamente indolentes y lentamente progresivas, como en la atrofia espinal bulbar progresiva, o tener 
rápida progresión y ser uniformemente letales, como la ELA y la AEM. Incluso, en la misma ENM hay 
una amplia variabilidad en la velocidad de progresión; por ejemplo, en la ELA se han descrito casos con 

TABLA 4.4. ORIGEN E IDENTIDAD NEUROQUÍMICA DE LAS AFERENCIAS SINÁPTICAS DE LAS NEURONAS 
MOTORAS ESPINALES DE MAMÍFERO

Neurotransmisores Región del sistema nervioso1

Glutamato Formación reticular, núcleo del rafé, locus coeruleus (A7/A5)

GABA Región peri-ambigua

Glicina Formación reticular, región peri-ambigua

Serotonina Núcleo del rafé

Norepinefrina Locus coeruleus (A7/A5)

Neuropéptidos2 Núcleo del rafé, locus coeruleus (A7/A5)

Otros (adenosina, dopamina, 
vasopresina, FLC, 
somatostatina)

No establecido

1) Otras regiones del sistema nervioso cuya identidad neuroquímica no ha sido establecido pero que, 
mediante estudios de trazadores y electrofisiológicos, se han determinado que establecen contacto 
sináptico con la NMs son el núcleo pontino, los núcleos vestibulares y el núcleo del tracto solitario. 2) 
Incluye sustancia P, galanina, colecistocinina, neurocinina A y encefalinas. GABA, ácido γ-aminobutírico; 
FLC, factor liberador de corticotropinas. 
Tomado y modificado de Reckling et al. 2000
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inicio rápido seguidos de pausas en el curso de la enfermedad. Es por ello que se considera que las 
ENM son un grupo heterogéneo de enfermedades neurodegenerativas (Van den Berg-Vos et al. 2003). 
La perdida de las NMs provocan una secuencia de síntomas que se establecen de manera gradual, 
progresiva e irreversible: fasciculaciones y debilidad muscular en las primeras fases y después atrofia 
muscular y parálisis (Brown & Al-Chalabi 2017). En el caso de la AEM y de la ELA estos síntomas 
conducen a falla respiratoria y muerte (Van de Berg-Vos 2003). 

La ELA es la ENM más común, aunque es considerada una enfermedad rara (Swash & Desai 
2000). Jean Martin Charcot, célebre neurólogo francés, propuso el nombre de ELA de acuerdo a los 
cambios neuropatológicos característicos de la enfermedad (Charcot & Joffroy 1869). En la ELA hay 
pérdida de las NMs de las astas anteriores de la médula espinal (o NMs inferiores), que conduce a 
atrofia muscular progresiva, debilidad y parálisis, y degeneración y esclerosis de las columnas laterales 
de la médula espinal, secundaria a la degeneración de las NMs de la corteza motora (también llamadas 
NMs superiores).  

Aunque inicialmente se describió que la ELA es un trastorno degenerativo único en el que hay 
pérdida de NMs, en realidad se trata de un término que engloba a varios síndromes y fenotipos clínicos 
distintos. Por ejemplo, en la esclerosis lateral primaria hay degeneración solamente de la NMs 
superiores, mientras que en la atrofia muscular progresiva sólo las NMs inferiores se pierden. 
Típicamente, los síntomas iniciales de la ELA son debidos a la degeneración en las NMs inferiores, 
puesto que clínicamente es difícil detectar la pérdida de las NMs superiores. En tres cuartas partes de 
los casos que comienzan con síntomas de NMs inferiores afectan principalmente a los músculos de la 
extremidades; a esta forma se le conoce como de inicio espinal. El resto afecta al principio a los 
músculos inervados por núcleos motores en el bulbo raquídeo, por lo que se le conoce como de inicio 
bulbar (Al-Chalabi et al. 2016). De manera similar, en una pequeña cohorte retrospectiva de 61 casos 
confirmados de ELA de origen mexicano se observó que dos terceras partes comienzan con síntomas 
típicos de la forma espinal, y más de la mitad tienen síntomas sugestivos de degeneración de las NMs 
superiores (Martínez et al. 2011). 

Las características demográficas y la supervivencia en pacientes afectados por ELA está 
fuertemente influenciado por el linaje. Por ejemplo, en Europa la incidencia cruda es de >3 casos por 
cada 100,000 individuos, mientras que en Asia es mucho menor (~0.7 casos por cada 100,000 
individuos) (Hardiman et al. 2017). Además, la ELA es el trastorno neurodegenerativo más común de la 
vida adulta, cuyo inicio típicamente ocurre después de los 50 años de edad. Hay una tendencia a que 
la ELA sea más frecuente en varones (2:1 en comparación con mujeres), en especial en la forma 
esporádica (Brown & Al-Chalabi 2017). Comúnmente el retraso entre el inicio de los síntomas y el 
diagnóstico es de 1 año y la muerte ocurre entre 1 a 4 años posterior al diagnóstico (Hardiman et al. 
2017). Por su parte, en los pacientes con ELA en México la edad promedio de inicio es a los 47.5 años, 
predominan los hombres (1.8:1) y el retraso promedio para el diagnóstico es de 12 meses; estos datos 
son similares a lo reportado en poblaciones caucásicas. En contraste, la supervivencia media desde el 
diagnóstico es de casi 5 años (57.8 meses), mayor que lo reportado en otras poblaciones. Además, la 
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supervivencia era más larga en pacientes jóvenes (≤40 años de edad) en comparación con aquellos 
más viejos (Martínez et al. 2011). 

Estudios neuropatológicos consistentemente han demostrado que en la médula espinal hay 
atrofia de las raíces anteriores y reducción de los tractos corticoespinales, sin alteraciones prominentes 
en el encéfalo (salvo atrofia del giro precentral en algunos casos). Estos cambios están asociados con 
degeneración de ≥50% de las NMs en la médula espinal y de la corteza motora, así como con pérdida 
de axones mielinizados en las columnas anteriores y laterales de la médula espinal (Saberi et al. 2015). 
Además, es común encontrar inclusiones intracelulares citoplásmicas en las NMs en degeneración de 
la médula espinal y del tallo cerebral. Los cuerpos de Bunina son inclusiones de 3-6 μm de diámetro, 
redondas a ovales y eosinofílicas (Piao et al. 2003). De manera interesante, las NMs de los núcleos 
oculomotores, del núcleo de Onuf (que controla la micción) y de las células de Betz nunca desarrollan 
cuerpos de Bunina. Son más comunes en el soma, aunque ocasionalmente puede haber en las 
dendritas (Saberi et al. 2015) y contienen cistatina c y transferrina (Okamoto et al. 1993). Por su parte, 
las inclusiones densas positivas a ubiquitina son estructuras redondas e intracitoplásmicas sólo 
detectables mediante microscopía electrónica. Se encuentran en pacientes con ELA y con demencia 
frontotemporal, sobre todo en neuronas del asta anterior de la médula espinal, de las cortezas frontal y 
temporal, del hipocampo y del cuerpo estriado. Las inclusiones densas positivas a ubiquitina están 
compuestas fundamentalmente por la proteína del unión al ADN de respuesta transactiva de 43 kDa 
(TDP43, véase abajo) (Saberi et al. 2015). 

Los cambios neuropatológicos que se han observado en las NMs en degeneración en humanos 
con ELA son similares a los de apoptosis, aunque la evidencia es limitada (Martin 1999). Además, otros 
tipos celulares también sufren alteraciones en el curso de la ELA. Es común que haya astrogliosis 
reactiva alrededor de las NMs en degeneración, como lo señala el aumento del inmunomarcaje a la 
proteína glial fibrilar ácida (glial fibrilar acidic protein, GFAP). Por su parte, la microglia tiene cambios 
sugestivos de activación (Saberi et al. 2015). 

Existen dos formas de ELA de acuerdo a la presencia de antecedentes familiares de la 
enfermedad. En la forma familiar es posible identificar un patrón de herencia en los integrantes de la 
genealogía del paciente afectado. Esta forma constituye entre el 5 y el 10% de los casos, aunque en 
poblaciones europeas se ha identificado una mutación causal en ~20% de los casos de ELA (Hardiman 
et al. 2017). En la forma esporádica, el restante 80-90% de los casos, no hay antecedentes familiares 
de ELA, aunque en ocasiones se logra vincular a alguna alteración genética (Van den Berg-Vos et al. 
2003). Se han identificado numerosos genes cuyas mutaciones causan la ELA familiar y hasta dos 
tercios de estos casos son explicados por cuatro genes: SOD1, C9ORF72, TARDBP y FUS (Chiò et al. 
2014). Otra docena de genes también han sido reportados como responsables de una minoría de 
casos de ELA familiar (Tabla 4.5).  

El primer gen causante de ELA identificado fue el de la superóxido dismutasa 1 (SOD1) (Rosen et 
al. 1993). Aunque se han encontrado más de 170 mutaciones responsables de ELA familiar (casi todas 
sin sentido y no están agrupadas en alguna región particular del gen) (Ghasemi & Brown 2018), en 
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Norteamérica la sustitución de valina por alanina en el codón 4 (A4V) es la común y clínicamente tiene 
un curso rápido (Cudkowicz et al. 1997). Salvo algunas excepciones (como la mutación D90A en 
poblaciones escandinavas), todas las mutaciones de SOD1 son autosómicas dominantes con 
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TABLA 4.5. GENES RELACIONADOS CON ELA FAMILIAR

Gen Locus Proteína Frecuencia Modo de transmisión

SOD1 21q22.1 Superóxido dismutasa 1 de 
Cu/Zn

20% familiar, 1% 
esporádica

Autosómico dominante 
y recesivo

Alsin 2q33.1 Alsina Rara Autosómico recesivo

SETX 9q34.13 Senataxina Rara Autosómico dominante

SPG11 15q21.1 Espatascina Rara Autosómico recesivo

FUS/TLS 16q11.2 Fusionada en sarcoma/
traslocada en liposarcoma

3% familiar, 0.5% 
esporádica

Autosómico dominante 
y recesivo

VAPB 20q13.32
Proteína B asociada a la 
proteína asociada a las 
vesículas de membrana

Rara ND

ANG 14q11.2 Angiogenina Rara ND

TARDBP 1p36.22 TDP43 4% familiar, 1% 
esporádica Autosómico dominante

FIG4 6q21 Fosfoinosítido-5-fosfatasa Rara Autosómico dominante

OPTN 10p13 Optineurina Rara Autosómico dominante 
y recesivo

ATXN2 12q24.12 Ataxina 2 ND Autosómico dominante

VCP 9p13.3 Proteína compuesta de 
valosina

1% familiar, 0.5% 
esporádica Autosómico dominante

UBQLN2 Xp11.21 Ubiquilina 2 1% familiar Ligado al X

SIGMAR1 9p13.3 Receptor intracelular sigma 
no opioide 1 ND Autosómico recesivo

CHMP2B 3p11.2 Proteína de cuerpos 
multivesiculares cargados 2b 1% familiar Autosómico dominante

PFN1 17p13.2 Profilina 1 1% familiar, 0.5% 
esporádica Autosómico dominante

SQSTM1 5q35.3 p62/secuestrosoma 1% familiar Autosómico dominante

C9ORF72 9p21.2 Marco de lectura abierto 72 
del cromosoma 9

35% familiar, 5% 
esporádica Autosómico dominante

ND, no determinado; TDP43, proteína del unión al ADN de respuesta transactiva de 43 kDa. 
Tomado y modificado de Chìo et al. 2014, material suplementario
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penetrancia alta y la expresión de la proteína mutante es necesaria para la manifestación clínica de la 
enfermedad (Ghasemi & Brown 2018). Por otro lado, la expansión de cientos a miles de veces del 
hexanucleótido GGGGCC en el marco de lectura abierto 72 del cromosoma 9 humano (C9ORF72) es 
la alteración genética más común en la ELA familiar, en hasta 35% de los casos (Dejesus-Hernández et 
al. 2011, Renton et al. 2011). Incluso, esta mutación se encuentra en 5-10% de los casos con ELA 
esporádica. Además, ~10% de los casos con ELA causados por esta mutación también desarrollan 
demencia frontotemporal. Existe una relación inversa, pero débil, entre la longitud de la expansión y la 
edad de inicio de la demencia (Ghasemi & Brown 2018).  

El gen TARDBP codifica la ribonucleoproteína TDP43, cuyas mutaciones fueron recientemente 
relacionadas como causante de ELA familiar en hasta 4% de los casos (Sreedharan et al. 2008). La 
mayoría de las mutaciones son sin sentido y ocasionan agregados citosólicos de la proteína mutada en 
las NMs (Neumann 2009). De manera interesante, TDP43 es la proteína más abundante de los 
agregados insolubles de las NMs en casi todas las formas familiares de ELA (a excepción de las 
causadas por mutaciones en SOD1 y FUS), así como en la mayoría de los casos de ELA esporádicas. 
También se ha observado este hallazgo en otros trastornos del sistema nervioso, como trauma 
craneoencefálico, enfermedad vascular cerebral y enfermedad de Parkinson (Neumann 2009, Ghasemi 
& Brown 2018). Las mutaciones en FUS (fusionado en sarcoma, también conocido como TLS –
traslocado en liposarcoma) también causan ELA familiar. La proteína codificada por FUS es similar 
estructural y funcionalmente a la codificada por TARDBP y las mutaciones patológicas también causan 
agregados citoplásmicos que sólo contienen FUS. Entre el 3 y 5% de los casos de ELA familiar son 
causados por mutaciones en FUS, la mayor parte de las cuales tienen un patrón de herencia 
autosómico dominante (Chiò et al. 2014). 

A partir de estas mutaciones se han diseñado varios modelos animales transgénicos en 
invertebrados (como en la mosca de la fruta Drosophila melanogaster y en el nemátodo Caenorhabidtis 
elegans) y en vertebrados (como en el pez cebra Danio rerio, en el ratón y la rata) (Ghasemi & Brown 
2018). En particular, el ratón transgénico que sobre-expresa la SOD1 humana con sustitución de 
alanina por glutamina en la posición 93 (hSOD1G93A) replica las características de la enfermedad 
(Gurney et al. 1994) y ha sido ampliamente utilizado para el estudio de los aspectos básicos del origen 
y desarrollo de la muerte selectiva de las NMs, así como el escrutinio de estrategias terapéuticas (Kaur 
et al. 2016). Sin embargo, este y otros modelos basados en transgenes ofrecen información sólo sobre 
las formas familiares de la ELA, que constituyen sólo el 2% de lo casos, por lo que el significado de los 
abundantes hallazgos obtenidos a la fecha es difícil de vincular con la mucho más prevalente forma 
esporádica (ver Modelos animales de ELA basados en excitotoxicidad). 

A pesar de que estos genes se heredan de manera mendeliana es característico que en las formas 
familiares de ELA la penetrancia sea menor del 50% y que haya pleiotropía (Hardiman et al. 2017). En 
efecto, incluso las formas esporádicas pueden tener un patrón de herencia oligo- o poligénico. Esto 
podría ser explicado por loci de susceptibilidad que modifican el riesgo o la velocidad de progresión de 
la enfermedad. De hecho, no existen diferencias clínicamente relevantes entre la forma familiar y la 
esporádica. Además, se han identificado mutaciones patogénicas en casos de ELA esporádico y el 
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hecho de que no exista un patrón familiar puede deberse a otras causas, como falta de información o 
el tamaño de la familia. Estas situaciones han hecho que sea necesario reconsiderar si la división entre 
las formas familiar o esporádica es real (Chiò et al. 2014). De cualquier forma, los hallazgos de genes 
patogénicos o de susceptibilidad contribuyen a entender los mecanismos que conducen a la muerte de 
las NMs (Ghasemi & Brown 2018). 

Mecanismos de degeneración de neuronas motoras 
A pesar de los avances en la identificación de genes causales de ELA, los mecanismos que 

explican la degeneración de las NMs no han sido del todo elucidados (Taylor et al. 2016). Sin embargo, 
muchas hipótesis se han postulado al respecto. La información proporcionada por la biología de los 
genes patogénicos en la ELA familiar, así como los descubrimientos en modelos de laboratorio, han 
sido útiles para proponer temas comunes que explican la susceptibilidad selectiva de las NMs 
(Ghasemi & Brown 2018). De esta manera, se ha propuesto que la muerte de las NMs es ocasionada 
por fallas en la proteostasis, alteraciones en el procesamiento del RNA, perturbaciones en el transporte 
axonal o neuroinflamación. Estos mecanismos no son mutuamente excluyentes y, dada la 
heterogeneidad de la ELA, podrían ser mas o menos importantes de acuerdo con el contexto que 
rodea a la enfermedad (Robberecht & Philips 2013). 

A pesar de que el gen SOD1 fue el primero cuyas mutaciones se vincularon a ELA familiar y fue la 
base para el desarrollo de un modelo animal en ratón (Gurney et al. 1994) ampliamente estudiado, 
poco se conoce de los mecanismos que llevan a la muerte selectiva de las NMs (Taylor et al. 2016). 
SOD1 codifica a una enzima que inactiva el radical superóxido (O2–) a peróxido de hidrógeno (H2O2) y 
oxígeno (O2). La mayor parte de las mutaciones sólo disminuyen entre 20 y 50% la actividad 
enzimática y la presencia de SOD1 es necesaria para inducir neurotoxicidad. Estas observaciones han 
llevado a postular que la patogénesis derivada de las mutaciones es secundaria a ganancia de función 
tóxica, en la que la SOD1 mutante genera más especies reactivas de oxígeno (y estrés oxidativo) o 
agregados proteicos (Kaur et al. 2016).  

La presencia de inclusiones intracitoplásmicas de agregados proteicos en las NMs, ya sea en la 
ELA familiar o esporádica, sugieren que el mal plegamiento de proteínas o fallas en la degradación 
proteica podrían explicar la degeneración de NMs. En efecto, la presencia de agregados proteicos de 
SOD1 mutante en las NMs en modelos murinos y en pacientes con ELA familiar apoya esta hipótesis 
(Basso et al. 2006). El proteasoma y la autofagia son dos de los mecanismos mas relevantes en la 
degradación de proteínas mal plegadas; es posible que las NMs en la ELA sean vulnerables cuando 
existan alteraciones en estos procesos. Esta hipótesis ha sido apoyada por casos de ELA causados por 
mutaciones en otras proteínas involucradas en la maquinaria de control de calidad proteica 
(Robberecht & Philips 2013). Por ejemplo, mutaciones en UBQLN2 y en VCP causan ELA; UBQLN2 
transfiere proteínas ubiquitiniladas al proteasoma para su degradación (Deng et al. 2011) y VCP 
promueve la fusión de los autofagosomas con los lisosomas (Meyer et al. 2012). En apoyo a esta 
hipótesis, se ha observado que transcritos originados de la expansión del hexanucléotido GGGGCC 
del C9ORF72 pueden ser traducidos a dipéptidos repetidos glicina–alanina, glicina–arginina,  glicina–
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prolina, prolina–arginina y prolina–alanina (Taylor et al. 2016), los cuales pueden interferir en una 
multitud de procesos, como en la degradación de proteínas y la maduración del ARN (Zu et al. 2013), 

Las mutaciones causantes de ELA en genes como TDP-43 y FUS indican que otro mecanismo 
causante de degeneración es la alteración en el procesamiento del ARN (Taylor et al. 2016). Por 
ejemplo, se ha observado que hay redistribución de TDP-43 del núcleo al citoplasma en NMs de 
pacientes con ELA (Neumann et al. 2006). Esta proteína está involucrada en la transcripción, 
traducción, biogénesis de microARN, silenciamiento génico, unión y transporte del ARN y supresión de 
transcritos aberrantes (Ghasemi & Brown 2017). La acumulación de TDP-43 en el citoplasma forma 
agregados insolubles que secuestran oras proteínas de unión al ARN, lo que provoca escasez en el 
núcleo e insuficiencia de la maquinaria restante para el procesamiento del ARN. Finalmente, proteínas 
necesarias para procesos fisiológicos, como la transmisión sináptica, no son expresadas en niveles 
adecuados, lo que puede conducir a muerte neuronal (Taylor et al. 2016). Puesto que los agregados de 
TDP-43 son comunes en varias enfermedades neurodegenerativas, esto sugiere que este mecanismo 
es común en la muerte neuronal (Neumann 2009). Si se considera que la ELA es un trastorno en el 
que hay aberraciones en la maquinaria transcripcional, estrategias terapéuticas que modulen este 
proceso podrían ser prometedoras.  

El transporte axonal es otro de los procesos alterados y que, probablemente, contribuyen a la 
neurodegeneración en ELA. Las mutaciones en genes que codifican proteínas motoras e involucradas 
en la organización del citoesqueleto axonal, como DCTN1 (dinactina), PFN1, NEFH (neurofilamento 
pesado) y TUBA4A (tubulina α 4a), dan origen a formas raras de ELA. Las NMs parecen especialmente 
dependientes del soporte trófico proporcionado por el contacto con la unión neuromuscular, además 
de que el mantenimiento del axon es energéticamente muy costoso. Por otra parte, las NMs en el 
adulto expresan niveles bajos de factores involucrados con el crecimiento del axón y su ramificación, 
como osteopontina y factor de crecimiento parecido a la insulina 2 (IGF-2, insuline-like growth factor) 
(Hardiman et al. 2017).  

También se han descrito alteraciones en otras células del sistema nervioso, como la microglia y los 
astrocitos. De hecho, la importancia de esta células en la degeneración de las NMs fue puesto de 
manifiesto en un estudio en el que se silenció selectivamente la expresión de hSOD1G93A en la 
microglia de ratones transgénicos. Estos animales presentaron una progresión mucho más lenta de la 
enfermedad (Boillé et al. 2006). Con este hallazgo se estableció que la neuroinflamación es relevante 
para determinar la velocidad de progresión de la enfermedad. Por su parte, también se ha demostrado 
que los astrocitos tienen un papel fundamental, puesto que disminuir selectivamente la expresión del 
transgen hSOD1G93A en astrocitos resulta también en progresión más lenta y menor activación 
microglial (Yamanaka et al. 2008). Además, existe evidencia de que los astrocitos obtenidos de 
pacientes con ELA liberan un factor soluble tóxico para NMs silvestres (Haidet-Phillips et al. 2011). La 
identidad de dicho factor aún no ha sido elucidado, pero se cree que modula la resistencia de las NMs 
a la excitotoxicidad (ver más abajo, sección 4.3. EXCITOTOXICIDAD EN LA DEGENERACIÓN DE LAS NEURONAS 
MOTORAS).  
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Aunque no ha sido establecida la importancia relativa de estos mecanismos en la degeneración 
de las NMs, todos podrían contribuir a la fisiopatología de la ELA (Taylor et al. 2016). Sin embargo, hay 
evidencia que señala que existen vías maladaptativas en las que convergen estos mecanismos 
patológicos. Una de dichas vías es la excitoxicidad (Fogarty 2018). Existe amplia evidencia de la 
importancia de la excitotoxicidad como un fenómeno patogénico en la muerte selectiva de la NMs, por 
lo que en el laboratorio se ha estudiado a profundidad los mecanismos patológicos involucrados con la 
excitotoxicidad y estrategias para proteger a las NMs in vivo. 

4.3. EXCITOTOXICIDAD EN LA DEGENERACIÓN DE LAS NEURONAS MOTORAS 

Neurotransmisión glutamatérgica y su función en las NMs espinales 
La neurotransmisión excitadora dependiente de glutamato es un proceso fundamental en el 

cerebro de los mamíferos. En efecto, el glutamato es el neurotransmisor mas abundante del sistema 
nervioso central y más del 80% de las sinapsis son glutamatérgicas. El glutamato tiene un rol 
fundamental en numerosos procesos, como el procesamiento sensorial, el control motor, el 
aprendizaje, la memoria y la cognición (Hassel & Dingledine 2012). En las NMs de la médula espinal la 
neurotransmisión glutamatérgica está relacionada con la transmisión de retroalimentación aferente 
primaria (por ejemplo, de fibras del huso muscular, de los órganos tendinosos de Golgi y de la piel, 
músculos y articulaciones), con las sinapsis provenientes de tractos descendientes y propioespinales 
(Tabla 4.4), con la generación de actividad motora rítmica y estereotipada (como la respiración, 
locomoción o marcha, masticación, deglución y micción) y con el desarrollo dependiente de la actividad 
(que involucra el crecimiento del soma, ramificación dendrítica y establecimiento de circuitos motores) 
(Rekling et al. 2000). 

El glutamato es un aminoácido polar con carga negativa cuya síntesis y abundancia en el medio 
extracelular están finamente regulados. El glutamato utilizado en la neurotransmisión es 
continuamente sintetizado a partir de α-cetoglutarato, un intermediario del ciclo del ácido cítrico, y 
posteriormente acumulado en vesículas sinápticas. Éstas fusionan su membrana con la de la 
presinapsis cuando hay despolarización local, lo que provoca la liberación del glutamato en el medio 
extracelular (Hassel & Dingledine 2012). El glutamato sináptico alcanza una concentración de ~1 mM y 
rápidamente difunde o es removido mediante transportadores de glutamato; la constante de tiempo 
de la presencia de glutamato en el espacio sináptico es de apenas ~ 1 ms (Bergles et al. 1999). 

El glutamato se puede unir a dos tipos de receptores: metabotrópicos (mGluRs) e ionotrópicos. 
Los mGluRs son proteínas con siete dominios transmembranales acopladas a proteínas G. La activación 
de estos receptores resulta en la activación de cascadas de señalización. Su extremo N-terminal es 
extracelular y es el sitio de unión a glutamato. Se han caracterizado 8 mGluRs hasta la fecha 
(denominados mGluR1-mGluR8) que se agrupan en tres clases funcionales (Conn 2003). Por su parte, 
los receptores ionotrópicos son canales iónicos activados por ligando, formados por cuatro 
subunidades. La unión de glutamato a la porción N-terminal extracelular resulta en la apertura del 
canal y en el aumento de permeabilidad de la membrana a cationes, como Na+, K+ y Ca2+. Esto deriva 
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Figura 4.4. Eventos más relevantes de la neurotransmisión glutamatérgica (arriba) y GABAérgica (abajo). 
Cuando un potencial de acción alcanza a una terminal axónica, la presinapsis, ❶ los canales de calcio 
activados por voltaje (CaV) se abren y permiten el ingreso de Ca2+, el cual ❷ estimula la fusión de las 
membranas de las vesículas sináptica con la de la presinapsis y, con ello, la liberación de neurotransmisor. La 
unión de glutamato a sus receptores ionotrópicos (de tipo AMPA y NMDA) aumenta la probabilidad de 
apertura y ❸ el ingreso de cationes (Na+ y Ca2+) a la espina dendrítica (la postsinapsis). La despolarización 
local de la membrana postsináptica resulta en ❹ la apertura de canales de sodio dependientes de voltaje 
(NaV) y de canales CaV, lo cual produce una ❺ corriente entrante despolarizante de Na+ y Ca2+, que 
finalmente desemboca en un potencial postsináptico excitatorio. La neurotransmisión glutamatérgica es 
terminada por la recaptura de glutamato por ❻ los transportadores EAAT1, expresados en astrocitos, y ❼ 
EAAT2, expresados en la presinapsis. En el caso de la neurotransmisión GABAérgica los eventos que 
conducen a la activación de los receptores GABA tipo A (GABAAR) son similares a los descritos previamente 
(❶ y ❷). La unión de GABA a los receptores resulta en ❽ una corriente hiperpolarizante mediada por cloro 
(Cl–). El GABA presente en el espacio sináptico también ❾ es recapturado por transportadores específicos 
ubicados en la presinapsis. La hiperpolarización resultante ❿ evita la liberación del bloqueo de Mg2+ de los 
NMDAR y ⓫ la apertura de los canales NaV y CaV. Estos eventos culminan en un potencial postsináptico 
inhibitorio. La integración de los potenciales sinápticos expiatorios e inhibitorios resulta en ⓬ el balance 
excitación-inhibición, del cual dependen numerosos procesos fisiológicos del sistema nervioso. Las 
alteraciones en estos eventos pueden conducir a daño o muerte neuronal por excitotoxicidad (ver sección 
Excitotoxicidad como mecanismo de neurodegeneración).
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en el inicio de potenciales despolarizantes en la neurona post-sináptica. Se han identificado 18 genes 
que codifican las subunidades de los receptores ionotrópicos. Estos genes se agrupan en siete familias, 
de acuerdo la similitud de la secuencia de aminoácidos, y en tres clases funcionales, de acuerdo a su 
farmacología: los receptores activados por N-metil-D-aspartato (NMDA), por ácido α-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiónico (AMPA) o por kainato (Hassel & Dingledine 2012). 

Los receptores de tipo NMDA fueron los primeros receptores ionotrópicos de glutamato en ser 
descritos. Tres subunidades componen la familia de los receptores de tipo NMDA: GluN1, GluN2 
(codificados por cuatro genes, GluN2A-GluN2D) y GluN3 (codificados por dos genes, GluN3A y 
GluN3B). Un receptor funcional contiene dos subunidades GluN1 en combinación con dos 
subunidades GluN2 y/o GluN3. Todas las subunidades contienen un dominio N-terminal extracelular, 
un dominio de unión al ligando, un dominio transmembranal (formado por cuatro hélices α) y un 
dominio C-terminal intracelular. Los receptores compuestos por las subunidades GluN1/GluN2 son 
activados por dos moléculas de glutamato y dos moléculas de glicina, un co-agonista; estos receptores 
son los únicos con importancia fisiológica. En cambio, los receptores formados por GluN1/GluN3 son 
activados únicamente por glicina. Otros agonistas endógenos de los receptores de tipo NMDA son D-
serina, L-serina, D-alanina y L-alanina. La unión del ligando al receptor de tipo NMDA es insuficiente 
para la apertura del canal, puesto que un átomo de magnesio (Mg2+) bloquea el poro en condiciones 
fisiológicas. La despolarización local de la membrana, por la activación de receptores de tipo AMPA por 
ejemplo, provoca la liberación del Mg2+ del canal, lo que provoca un ciclo de retroalimentación positiva 
(Vyklicky et al. 2014). 

Los receptores de tipo AMPA también son tetrámeros formados por cuatro subunidades: GluA1-
GluA4. Cada subunidad presenta los mismos dominios que las subunidades de la familia de los 
receptores de tipo NMDA. Aunque el dominio transmembranal tiene también cuatro componentes, 
M1-M4, sólo tres de ellos son hélices α que atraviesan la membrana. El componente M2 es un asa 
que se inserta en la membrana desde el lado citoplásmico, pero que no alcanza a atravesarla; a pesar 
de este hecho, el asa M2 tienen un papel crítico en la regulación de la permeabilidad del canal. Por 
otro lado, las cuatro hélices M3 forman el poro del canal. Ninguna de las subunidades es obligatoria 
para formar receptores funcionales, lo que aumenta considerablemente la diversidad de estos 
receptores. La subunidad GluA2, por ejemplo, es la subunidad más abundante y su presencia vuelve a 
los receptores impermeables a Ca2+. Esta propiedad depende de la edición post-transcripcional del 
ARN mensajero (mARN) que resulta en el cambio de una glutamina por arginina (sitio Q/R) en el asa 
M2. El único ligando endógeno de los receptores de tipo AMPA es el glutamato y su unión provoca 
potenciales despolarizantes excitatorios rápidos, o fásicos. Estos receptores están exquisitamente 
regulados por subunidades auxiliares, que regulan el tráfico en la membrana, su expresión y sus 
propiedades funcionales (Gregger et al. 2017). 

Los receptores de tipo kainato son estructuralmente muy similares a los de tipo AMPA. Están 
compuestos por la combinación de cinco subunidades: GluK1-GluK5. GluK1-3 pueden formar 
homotetrámeros, mientras que las subunidades GluK4 y GluK5 siempre están formando receptores 
heteroméricos. Es poco lo que se conoce de la función de este tipo de receptores. Previamente se 
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había supuesto que tenían una función redundante con los de tipo AMPA, pero recientemente se han 
reconocido roles único en la plasticidad y en el desarrollo, en especial en el hipocampo (Carta et al. 
2014). 

En las NMs espinales se ha demostrado la presencia de receptores de glutamato de tipo NMDA, 
AMPA y kainato en múltiples modelos mamíferos y en el humano. Los receptores de tipo NMDA y 
AMPA tienen aproximadamente el mismo nivel de expresión en la NMs espinales de la rata, mientras 
que los receptores de tipo kainato son más escasos (Furuyama et al. 1993). Respecto a las 
subunidades de la familia del receptor de tipo NMDA, GluN1 es la más abundante, seguida de GluN2A 
y GluN2B, mientras que GluN2D y GluN2C son mucho menos frecuentes; aún no se ha determinado 
la presencia ni la distribución del subtipo GluN3 (Rekling et al. 2000). En el caso de las subunidades del 
receptor de tipo AMPA, múltiples estudios indican que GluA4 y GluA3 son las más expresadas, en un 
nivel similar, seguidas de GluA2 y GluA1 (Petralia et al. 1997). La abundancia de las subunidades del 
receptor de tipo kainato ha sido la menos estudiada, pero se ha determinado que GluK1 y GluK4 se 
expresa en NMs espinales lumbares en la rata (Tölle et al. 1993). La neurotransmisión glutamatérgica 
genera potenciales de acción despolarizantes en las NMs espinales, puesto que aumentan la 
conductancia a cationes. De manera simple, los receptores de tipo NMDA median los componentes 
lentos, mientras que los de tipo AMPA los componentes rápidos, de la respuesta despolarizante 
(Rekling et al. 2000).  

La transmisión glutamatérgica es rápidamente terminada por la gran cantidad de transportadores 
de glutamato presentes en la membranas pre- y post-sinápticas y en la de los astrocitos. Se han 
identificado cinco transportadores de alta afinidad de glutamato, llamados EAAT1-5 (por excitatory 
amino acid transporters) en el humano. En la rata, EAAT1-3 son llamados GLAST, GLT y EAAC1, 
respectivamente; el restante recibe el mismo nombre. EAAT1 se expresa exclusivamente en astrocitos, 
mientras que EAAT3 y 4 se encuentran en neuronas en todo el cerebro, en especial en las presinapsis 
y en las dendritas. EAAT5 se localiza en la retina. Estos transportadores llevan el glutamato hacia el 
interior celular, en contra de su gradiente de concentración, junto con tres iones de Na+ y a cambio de    
la salida de un ion K+ (Hassel & Dingledine 2012). Los aspectos más relevantes de la neurotransmisión 
glutamatérgica se resumen en la Figura 4.4. 

Excitotoxicidad como mecanismo de neurodegeneración 
El exceso de neurotransmisión glutamatérgica resulta en daño y muerte neuronal en cualquier 

región del sistema nervioso. Esto fue descrito por primera vez en ratones neonatales que desarrollaban 
necrosis de varias áreas del cerebro tras la administración de dosis suprafisiológicas de glutamato 
subcutáneo (Olney 1969). A este fenómeno se le conoce excitotoxicidad y ha sido demostrado que 
participa en la mayoría de, sino es que en todos, los trastornos neurodegenerativos (Mehta et al. 2013, 
Bano & Ankarcrona 2018, Fogarty 2018).  

La vía final común que desencadena la muerte neuronal en tejidos sometidos a condiciones 
excitotóxicas es el ingreso masivo de Ca2+ al interior de la neurona (Bano & Anarkrona 2018). El Ca2+ 
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es un catión con roles en una multitud de procesos celulares. En neuronas sanas, el Ca2+ participa en la 
liberación de neurotransmisores, en los potenciales sinápticos excitatorios, en la potenciación y 
depresión a largo plazo y en una gran cantidad de vías de señalización. Es por ello que la concentración 
intracelular de Ca2+ es estrictamente regulada mediante 1) la acumulación en el lumen del retículo 
endoplásmico, 2) la captura por proteínas de unión a Ca2+, 3) la amortiguación en la matriz mitocondrial 
y 4) el transporte hacia el espacio extracelular por bombas específicas (Brini et al. 2014). El papel de la 
mitocondria como amortiguador intracelular de Ca2+ es primordial. El Ca2+ es transportado a través de 
la membrana externa mitocondrial por la proteína canal selectiva de aniones dependiente de voltaje 1 
(VDAC1, voltage dependent anion-selective channel protein 1) y luego a través de la membrana interna 
por el uniportador de calcio mitocondrial (MCU, mitochondrial calcium uniporter) (Szabo & Zoratti 
2014). El ingreso de Ca2+ a la matriz mitocondrial provoca despolarización de la membrana interna, lo 
que activa a algunas deshidrogenasas del ciclo del ácido cítrico (de piruvato, α-cetoglutarato e 
isocitrato) y a la ATP sintasa. Es decir, la amortiguación mitocondrial de Ca2+ está acoplada con la 
producción de energía (Mehta et al. 2013).  

Dada la gran cantidad de procesos celulares que dependen de Ca2+ es esperado que existan 
muchos mecanismos que culminan en la muerte neuronal bajo excitotoxicidad. Entre estos 
mecanismos destacan la participación de la mitocondria y su disfunción en los eventos que llevan a la 
neurodegeneración. Cuando la concentración de Ca2+ supera la capacidad de amortiguación de la 
matriz mitocondrial se abre el poro de transición mitocondrial (PTP), que despolariza la membrana 
externa mitocondrial. También, el Ca2+ genera especies reactivas de oxígeno, que inhiben a las enzimas 
del ciclo del ácido cítrico y al complejo I de la cadena respiratoria. Estos procesos disminuyen la 
producción de ATP e inducen falla energética. Además, la apertura del PTP provoca la salida de 
citocromo c, un poderoso inductor de la cascada apoptótica. Por otro lado, el Ca2+ activa a las 
calpaínas, una familia de proteasas de cisteínas. Estas proteasas, bajo condiciones excitotóxicas, 
degradan e inactivas intercambiadores de sodio y calcio, lo que promueve la muerte neuronal (Bano & 
Anarkrona 2018). En el caso de las NMs espinales sometidas a un estímulo excitotóxico in vivo 
mediante la administración de AMPA, nuestro grupo ha observado que el Ca2+ es crítico para inducir 
neurodegeneración (Corona & Tapia 2007), que este proceso está acompañado de cambios en la 
morfología y función mitocondrial (Ramírez-Jarquin & Tapia 2016, Santa-Cruz et al. 2016) y que la 
inhibición de calpaínas evita la muerte neuronal (Corona & Tapia 2008). 

Es posible provocar muerte neuronal excitotóxica mediante distintos mecanismos, entre los que 
se incluyen 1) sobreactivación de receptores ionotrópicos de glutamato, 2) bloqueo farmacológico de 
la recaptura de glutamato y 3) estimulación de la liberación de glutamato endógeno (Mehta et al. 2013) 
(Figura 4.4). Trabajo previo realizado por miembros del laboratorio ha establecido la eficacia diferencial 
de estas estrategias en desencadenar neurodegeneración en varias regiones del SNC de la rata in vivo. 
La activación de los receptores ionotrópicos de glutamato con potentes agonistas exógenos es muy 
eficaz para precipitar neurodegeneración. Esto ha sido confirmado en estudios en los que se 
administró en el estriado NMDA (Massieu et al. 1993), AMPA (Massieu & Tapia 1994) y kainato en el 
estriado (Massieu & Tapia 1994) y en el hipocampo (Arias et al. 1997). 
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Por otro lado, se ha demostrado reiteradamente que la infusión del ácido L-trans-pirrolidín-2,4-
dicarboxílico (PDC), un inhibidor de los transportes de glutamato de amplio espectro (EAAT1-5), 
mediante microdiálisis o minibombas osmóticas es incapaz de provocar hiperexcitación y 
neurodegeneración, incluso aunque aumente considerablemente la concentración extracelular de 
glutamato (hasta 20 veces). Este hallazgo ha sido reportado en el cuerpo estriado (Massieu et al. 1995), 
en el hipocampo (Peña & Tapia 1999) y en la corteza cerebral (Tovar-y-Romo & Tapia 2006). En el 
hipocampo este incremento del glutamato extracelular puede, paradójicamente, proteger de la 
excitotoxicidad debido a la inhibición de la liberación de glutamato a través de la activación de 
receptores de glutamato metabotrópicos presinápticos (Vera y Tapia 2012). En contraste, la 
administración de dihidrokainato, otro ácido dicarboxílico inhibidor de GLT-1, provoca 
neurodegeneración en la región CA1 del hipocampo que depende de la activación de los receptores 
de tipo NMDA (Arias et al. 1997). 

Estimular la liberación de glutamato endógeno de las terminales axónicas es posible a través de 
agentes despolarizantes, como la 4AP. En efecto, la infusión de 4AP in vivo a través de microdiálisis 
provoca convulsiones electroencefalográficas y conductuales, así como muerte neuronal excitotóxica 
en el cuerpo estriado (Morales-Villagran & Tapia 1996) y en el hipocampo (Peña & Tapia 1999, 2000) 
de la rata anestesiada. Estos efectos son secundarios a la sobreactivación de los receptores de 
glutamato, como quedó demostrado por el potente efecto neuroprotector de los antagonistas de los 
receptores de glutamato de tipo NMDA (MK-801 y CPP) así como del receptor de AMPA (NBQX). 

Existe amplia evidencia del papel fundamental de la excitotoxicidad en la ELA. En pacientes se 
han reportado hallazgos compatibles con las alteraciones en la neurotransmisión glutamatérgica que 
conducen a excitotoxicidad discutidas previamente. Las NMs son diferencialmente vulnerables a la 
activación de receptores ionotrópicos de glutamato; sólo la activación de los receptores de AMPA y de 
kainato resulta en muerte neuronal (King et al. 2016, Staats & van den Bosch 2014). También, se ha 
observado que la subunidad GluA2 está disminuida en la sustancia gris del asta ventral de pacientes 
con ELA, además que la proporción de subunidades sin edición en el sitio Q/R es mayor (Takuma et al. 
1999). Respecto a deficiencias en la recaptura de glutamato, se han reportado concentraciones 
elevadas de glutamato en el líquido cefalorraquídeo (Spreux-Varoquaux et al. 2002) y en tejido de la 
médula espinal (Plaitakis et al. 1998). Esto podría ser explicado por disminución en la expresión del 
transportador EAAT2 (Rothstein et al. 1992, Sasaki et al. 2000).  

Hasta la fecha no hay evidencia directa de pacientes con ELA de que la estimulación de la 
liberación de glutamato endógeno. Algunos datos indirectos podrían apoyar esta idea, como el estado 
de hiperexcitabilidad típicamente observado en las primeras fases de la enfermedad y manifestado 
como fasciculaciones musculares (Fogarty et al. 2018, King et al. 2016). Sin embargo, hallazgos en el 
ratón transgénico hSOD1G93A apoyan a la liberación aumentada de glutamato como un mecanismo 
relevante de excitotoxicidad, como fue recientemente descrito en sinaptosomas (Bonifacino et al. 
2016; Milanese et al. 2011). 
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Modelos animales de ELA basados en excitotoxicidad 
Basados en la excitotoxicidad como un mecanismo principal en la degeneración de las NMs en la 

ELA, en el laboratorio se han explorado los tres mecanismos explicados previamente para alterar la 
neurotransmisión glutamatérgica para diseñar modelos animales (Tovar-y-Romo et al. 2009a). El primer 
modelo creado consiste en la perfusión de fármacos a través de microdiálisis directamente en la región 
lumbar de la médula espinal de ratas in vivo. La exposición del tejido de la médula espinal a los 
fármacos evaluados típicamente es de ~30 minutos y no suele superar 1 hora; es por ello que a este 
modelo se le conoce como agudo. Esta técnica permite, además, recolectar fracciones de líquido del 
medio extracelular para el análisis del contenido de aminoácidos, como GABA y glutamato. Usando 
este modelo se determinó que la activación de los receptores de tipo NMDA o de kainato son 
incapaces de provocar degeneración de las NMs, así como el bloqueo de la recaptura de glutamato 
(mediante la administración de PDC) ni la estimulación de la liberación de glutamato endógeno 
(perfundiendo 4AP). Solo la activación de los receptores de tipo AMPA resultaba en pérdida casi 
completa de las NMs espinales, de manera muy rápida (en menos de 12 horas) (Corona & Tapia 2004). 

De manera interesante, la perfusión de 4AP mediante microdiálisis incrementó transitoriamente 
(en los primeros 30 minutos), aunque de manera notable, la concentración extracelular de glutamato. 
Este efecto estuvo acompañado de cambios conductuales motores, como fasciculaciones, espasmos y 
contracción muscular en las extremidades pélvicas de las ratas, hasta por 2 horas, aunque los animales 
estuvieran anestesiados. Esto sugirió que 4AP provoca un estado de hiperexcitabilidad análogo a las 
fasciculaciones, aunque no se observó degeneración de NMs (Corona & Tapia 2004). 

Puesto que la excitotoxicidad en el modelo agudo ocurre rápidamente, desarrollamos un modelo 
distinto que consiste en la infusión crónica de fármacos, a lo largo de varios días y a través de 
minibombas osmóticas, directamente en el tejido de la médula espinal lumbar en ratas conscientes 
(Tovar-y-Romo et al. 2007) (ver Figura 7.1 y las secciones Preparación de minibombas osmóticas e 
Implante quirúrgico de las minibombas osmóticas en Materiales y métodos para detalles sobre el 
procedimiento para la colocación de la minibomba osmótica). A este modelo le hemos llamado crónico 
y con él hemos replicado varias características importantes de la ELA: curso lento y prolongado, inicio 
en la vida adulta e independencia de un sustrato genético. Este abordaje también nos ha permitido 
estudiar algunos de los mecanismos básicos que subyacen la muerte de NMs excitotóxica (Corona & 
Tapia 2004, Corona et al. 2007, Ramírez-Jarquin & Tapia 2016). 

Con estas condiciones experimentales se reiteró que la activación crónica del receptor de tipo 
AMPA resulta en degeneración de NMs y parálisis bilateral (Tovar-y-Romo et al. 2007). Otro grupo de 
manera independiente determinó que la infusión crónica de kainato también resulta en 
neurodegeneración en roedores (Blizzard et al. 2016), aunque este efecto es mediado por la activación 
del receptor de tipo AMPA y la sobre-expresión de la subunidad GluA3 permeable a Ca2+ (Sun et al. 
2006). La activación crónica de los receptores de tipo NMDA no ha sido estudiada hasta donde 
tenemos conocimiento. En contraste, la inhibición crónica de los receptores de glutamato, mediante la 
infusión de PDC, no resulta en neurodegeneración aunque la concentración de glutamato extracelular 
se eleva considerablemente (Tovar-y-Romo et al. 2009b). El tercer mecanismo, la estimulación de la 
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liberación de glutamato endógeno mediante la administración crónica de agentes despolarizantes 
(como 4AP), no ha sido evaluado en este modelo por lo que se desconoce su relevancia en la 
degeneración excitotóxica de las NMs espinales. 

Neurotransmisión GABAérgica y falla inhibitoria 
GABA es el neurotransmisor inhibidor más abundante del sistema nervioso de los mamíferos. Se 

encuentra involucrado en mantener una regulación estrecha de la excitabilidad resultado de la 
actividad neuronal dependiente de otros neurotransmisores, como glutamato y las monoaminas 
(dopamina y serotonina). De hecho, tiene un papel fundamental en la fisiopatología de numerosos 
padecimientos psiquiátricos y neurológicos, incluyendo los trastornos neurodegenerativos (Olsen & Li 
2012). En las NMs de la médula espinal la neurotransmisión GABAérgica, mediada por interneuronas 
propioespinales, controla la respuestas a las aferencias y sinapsis de tractos descendientes, establece el 
orden de reclutamiento y moldea los patrones espaciales y temporales de actividad durante conductas 
estereotipadas y rítmicas (Rekling et al. 2000). La enzima glutamato descarboxilasa sintetiza GABA a 
partir de glutamato. Esta enzima sólo está presente en neuronas. Posteriormente, de manera similar a 
glutamato, el GABA es empaquetado en vesículas sinápticas para ser liberado cuando haya una 
despolarización (Olsen & Li 2012). La concentración de GABA en el espacio sináptico es de ~1-3 mM 
con un tiempo de eliminación <1 ms (Chua & Chebib 2017). 

Se han identificado dos tipos de receptores de GABA: metabotrópicos e ionotrópicos. Los 
receptores de GABA tipo B son proteínas con siete dominios transmembranales acoplados a proteínas 
G, cuya activación modula numerosas vías de señalización, de manera similar a los receptores 
metabotrópicos de glutamato. En general, esta modulación resulta en inhibición lenta de la actividad 
sináptica, ya sea a través de la activación de KV , disminuyendo la conductancia de Ca2+, regulando la 
producción de trifosfato de inositol o inhibiendo la síntesis de monofosfato de adenosina cíclico 
(Pinard et al. 2010). 

El receptor de GABA de tipo A (GABAAR) es un receptor canal que conduce cloro (Cl–) a través de 
la membrana celular. Estos receptores se expresan de manera ubicua en el SNC. De manera general, 
su activación resulta en inhibición rápida por aumento de la permeabilidad a Cl– e hiperpolarización de 
la membrana. Los GABAARs pertenecen a la superfamilia de los canales iónicos activados por ligando 
pentaméricos, que también incluye a los receptores de acetilcolina nicotínicos y a los receptores de 
glicina. Estos receptores están compuestos de cinco subunidades homólogas, cada una de las cuales 
tiene un dominio extracelular, un dominio transmembranal y uno intracelular. El ligando, GABA, se une 
a los dominios extracelulares, mientras que los dominios transmembranales constituyen el poro del 
canal. Hasta la fecha se han identificado 19 subunidades del GABAAR (α1–6, β1–3, γ1–3, δ, ε, θ, π, y ρ1–3), 
así como numerosas variantes resultado de edición y empalme alternativo, las cuales se asocian para 
formar receptores heteroméricos; sin embargo, no todas las combinaciones se encuentran in vivo ni 
tienen relevancia fisiológica. De hecho, hay evidencia que sugiere que las subunidades α y β son 
obligatorias para formar receptores funcionales que se expresen en la membrana (Chua & Chebib 
2017). 
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En las NMs espinales las subunidades α2, α3 y α5 son las más expresadas, seguidas por la β3 y la 

γ2, por lo que se cree que los receptores GABAAR de composición α2β3γ2 y α2γ2 son los que median 
las respuestas postsinápticas a GABA. Cerca del 60% de las sinapsis que establecen contacto con el 
soma o el árbol dendrítico de las NMs contiene GABA o glicina. De manera similar, por cada sinapsis 
glutamatérgica que hay en el soma existen entre 3 y 4 sinapsis inhibitorias, mientras que en las 
dendritas distales este número disminuye a entre 1 y 2 (Rekling et al. 2000). Los GABAARs sinápticos 
median respuestas inhibitorias fásicas, o rápidas. Esto depende en gran medida de la concentración 
intracelular de Cl–, que por su parte se encuentra bajo el control de varias bombas de Cl–. El potencial 
de reposo del GABAAR típicamente es de –70 mV, es decir, cercano al potencial de reposo. Si la 
concentración de Cl– extracelular es mayor a la intracelular habrá ingreso de Cl– al interior celular e 
hiperpolarización de membrana. De lo contrario, el Cl– saldrá de la neurona y se favorecería 
despolarización (Olsen & Li 2012).  

Si la neurotransmisión GABAérgica es insuficiente se podría provocar excitotoxicidad, puesto que 
no habría contrapeso a la excitación producida por la neurotransmisión glutamatérgica (Figura 4.4). A 
este fenómeno se le ha llamado falla inhibitoria y podría subyacer la fisiopatología de algunos trastornos 
neurodegenerativos, incluidas las ENMs (Ramírez-Jarquín et al. 2014). En efecto, se ha propuesto que 
la hiperexcitabilidad observada en pacientes en ELA podría deberse a insuficiente neurotransmisión 
GABAérgica o glicinérgica (Martin & Chang 2012). Por ejemplo, en la médula espinal y en la corteza 
motora se ha observado que la expresión de la subunidad α1 disminuye, mientras que la glutamato 
descarboxilasa aumenta (Petri et al. 2006). También, en un estudio comparativo entre los núcleos 
motores resistentes y vulnerables a la degeneración en ELA realizado en la rata se encontró que la 
subunidad α1 es mucho más abundante en las NMs resistentes, mientras que la α2 lo es en las NMs 
vulnerables (Lorenzo et al. 2006). A pesar de estos hallazgos, no se han reportado cambios en la 
concentración extracelular de GABA en el líquido cefalorraquídeo (Kostera-Pruszczyk et al. 2002) o en 
el tejido de la médula espinal (Malesssa et al. 1991), aunque se ha observado disminución mediante 
espectroscopia por resonancia magnética en la corteza frontal (Foerster et al. 2012). 

Por otro lado, la activación de los receptores GABAAR podría constituir una estrategia de 
neuroprotección en condiciones de excitotoxicidad. En un ensayo ex vivo de rebanadas del tallo 
cerebral de la rata, las NMs del hipogloso fueron protegidas de excitotoxicidad mediante la 
administración de propofol, un agonista del GABAAR. Sin embargo, propofol también bloquea a los 
receptores de tipo NMDA, y en este mismo estudio midazolam, un agonista puro de los GABAAR, no 
protegió de la degeneración excitotóxica (Ghezzi et al. 2017). Además, un meta-análisis reciente aportó 
evidencia de que los moduladores del GABAAR, en especial gabapentina, no son eficaces en detener la 
progresión en los pacientes con ELA (Diana et al. 2017). De manera análoga al propofol, la gabapentina 
tiene otros blancos, como la subunidad α2δ de los CaV (Offord & Isom 2015), por lo que es difícil 
establecer conclusiones acerca del papel de la activación de los GABAAR como protectores de las NMs  
en la médula espinal en condiciones de excitotoxicidad crónica. 
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4.4. LAS SIRTUINAS COMO ESTRATEGIA DE NEUROPROTECCIÓN 
El modelo de excitotoxicidad crónica in vivo diseñado en el laboratorio es muy versátil, puesto que 

es posible cambiar el fármaco al cuál será expuesto la médula espinal, el tiempo de exposición, la 
concentración e, incluso, combinar varios fármacos en la misma minibomba. Con este modelo hemos 
podido evaluar posibles estrategias terapéuticas de neuroprotección, como factores de crecimiento 
(Tovar-y-Romo et al. 2007, Tovar-y-Romo & Tapia 2012) y sustratos energéticos (Netzahualcoyotzi & 
Tapia 2015, Santa-Cruz  et al. 2016). Las sirtuinas han demostrado ser neuroprotectores en numerosos 
modelos de enfermedades neurodegenerativas (Michan & Sinclair 2007), por lo que podrían tener 
potencial en nuestro modelo. En efecto, como parte del trabajo realizado durante mis estudios 
doctorales, publiqué el trabajo de revisión “Lazo-Gómez R, Ramírez-Jarquin UN, Tovar-y-Romo LB, 
Tapia R. Histone deacetylases and their role in motor neuron degeneration. Front Cell Neurosci (2013), 
Dec, 5; 7:243. doi: 10.3389/fncel.2013.00243”. Una porción significativa de los contenidos mostrados 
en esta sección derivó de la revisión de la literatura realizada para elaborar dicho artículo de revisión. 

Deacetilasas de histonas: generalidades y clasificación 
La actividad y estructura de las proteínas puede ser regulada por la adición catalítica de grupos 

funcionales en residuos de aminoácidos específicos. Estos cambios ocurren después de la traducción, 
o síntesis de proteínas, por lo que en general se les conoce como modificaciones post-traduccionales 
(MPT). Los grupos funcionales son unidos covalentemente a la cadenas laterales de ciertos 
aminoácidos, en especial lisina y arginina. La lisina tiene una cadena lateral larga con tres grupos metilo 
y un grupo amino ε terminal, que forma una amina primaria. Este grupo amino adopta carga positiva en 
el pH fisiológico. Estas características promueven que el amino ε terminal se encuentre expuesto en la 
superficie de las proteínas, estableciendo interacciones con el agua, ácidos nucleicos y otras proteínas. 
Esta propiedad también hace que este grupo amino sea susceptible a ser modificado químicamente. 
En efecto, se han descrito más de una docena de MPTs en los residuos de lisina: acetilación, 
metilación, ubiquitinilación, SUMOilación, fosforilación, polifosforilación, citrunilación, succinilación, 
hidroxilación, malonilación, glutarilación, propionilación, butirilación, cronotilación, ADP-ribosilación, 
entre otras que aún quedan por caracterizar (Azevedo & Saiardi 2016). 

La acetilación fue de las primeras MPTs descritas, hace más de 50 años, inicialmente en histonas 
(Allfrey et al. 1964). Cinco años después se describieron las primeras enzimas que catalizaban la 
remoción de grupos acetilo de las histonas (Inoue & Fujimoto 1969). La investigación surgida a partir 
de entonces determinó su importancia en la fisiología y la enfermedad de las acetilación y de las 
enzimas responsables de su regulación. Por una parte, la acetilación modula la actividad de las 
proteínas y enzimas involucradas en vías metabólicas y cascadas de señalización, respectivamente 
(Choudhary et al. 2014). Por otra parte, la acetilación en las histonas regula el estado conformacional 
de la cromatina y, en consecuencia, la expresión génica (Kouzarides 2007). Dos grupos de enzimas 
regulan el estado de acetilación reversible de las proteínas: las acetil-transferasas de lisina (KATs) y las 
deacetilasas de lisinas. Puesto que la acetilación reversible de las proteínas fue primero demostrada en 
las histonas, la familia de las deacetilasas de lisinas es mejor conocida como deacetilasas de histonas 
(histone deacetylases –HDACs, por sus siglas en inglés) (Choudhary et al. 2014).  
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Hasta la fecha se han identificado 18 HDACs y, en los mamíferos, se clasifican en dos familias y 
cuatro clases (Tabla 4.6). Inicialmente, los genes de las HDACs fueron identificados en la levadura 
Saccharomyces cerevisiae y su similitud en la secuencia es la base para la clasificación. La familia de las 
deacetilasas de histonas (también conocida como HDACs clásicas) está conformada por tres clases: I, II 
(a y b) y IV. La familia regulador de Sir2 (silent information regulator 2), o sirtuinas, constituye la clase III 
de HDACs dependientes de dinucleótido de nicotinamida-adenina (NAD+). Es interesante señalar que, 
desde el punto de vista evolutivo, primero surgieron las HDACs y luego las histonas, lo que sugiere 
que la función inicial de esta familia de enzimas no estaba relacionada con la regulación de la expresión 
génica (Seto & Yoshida 2014).  

La familia de las deacetilasas se caracterizan por un dominio deacetilasa clásico, que guarda 
homología muy alta entre las enzimas de esta familia. Este dominio posee un ion zinc necesario para la 
actividad catalítica y los inhibidores selectivos de las HDACs desplazan este ion del sitio activo. Las 
HDACs recombinantes aisladas presentan muy poca actividad deacetilasa in vitro y experimentos 
posteriores determinaron la importancia de la asociación con otras proteínas reguladoras, miembros de 
la maquinaria remodeladora de la cromatina (de Ruijter et al. 2003). 

Las HDACs de la clase I se encuentran exclusivamente en el núcleo puesto que poseen una señal 
de localización nuclear, aunque estudios más recientes han encontrado también expresión en el 
citoplasma. En general, esta clase de HDACs reprimen la transcripción a través de su actividad 
deacetilasa en las histonas que conforman el nucleosoma (H2A, H2B, H3 y H4) y de su asociación con 
complejos proteicos que compactan la cromatina. Las HDACs de clase II se localizan en el núcleo y en 
el citoplasma, de acuerdo a ciertas señales celulares; no todas las enzimas de esta clase poseen señales 
de localización nuclear y, en algunos casos, también tienen secuencias de exportación nuclear. Por 

TABLA 6.1. CLASIFICACIÓN DE LAS HDACS

Familia Clase Subclase Proteína (humano)

Deacetilasas de histonas 
(clásicas)

I HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDAC8

II
IIa HDAC4, HDAC5, HDAC7, HDAC9

IIb HDAC6, HDAC10

IV HDAC11

Reguladores de Sir2 
(sirtuinas) III

I SIRT1, SIRT2, SIRT3

II SIRT4

III SIRT5

IV SIRT6, SIRT7

HDAC, deacetilasa de histonas; SIRT, sirtuina. 
Tomado y modificado de Seto & Yoshida 2014.
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ejemplo, la localización de HDAC4 depende de su estado fosforilación (mediado por la cinasa 
dependiente de calcio/calmodulina) y de su asociación a la proteína 14-3-3 en el citoplasma. Estas 
HDACs están relacionadas no sólo con la regulación de la expresión génica, sino con la actividad de 
cascadas de señalización, como es el caso de la HDAC6 que deacetila α-tubulina y regula la motilidad 
celular. HDAC11, es el único miembro de la clase IV y ha sido poco estudiada (de Ruijter et al. 2003, 
Seto & Yoshida 2014). 

Las HDACs clásicas tienen una expresión amplia en los tejidos del humano, como ovario, 
músculo, colon y páncreas (de Ruijter et al. 2003). Por su parte, en el sistema nervioso de la rata adulta, 
Broide et al. (2007) reportaron que las HDACs más abundantes en la médula espinal fueron la 11, 3 y 
5, en orden descendente, y estás se expresaban de manera exclusiva en neuronas y oligodendrocitos. 

TABLA 6.2. CARACTERÍSTICAS DE LAS SIRTUINAS DE MAMÍFEROS

Sirtuina Localización Actividad enzimática
Blancos de deacilación 
en histonas

Blancos en proteínas no 
histonas

SIRT1 Núcleo, 
citoplasma Deacetilasa H1K26, H3K9, H3K14, 

H3K56, H4K16

FoxO3a, PGC-1α, NF-
κB, Ku70, Hif-1α, 
Hif-2α, myc, p53

SIRT2 Núcleo, 
citoplasma

Deacetilasa y 
demiristoilasa

H3K56, H3K18, 
H4K16

α-tubulina, FoxO3a, 
eIF5a, p53, G6PD, myc 

SIRT3 Mitocondria, 
núcleo

Deacetilasa y 
decrotonilasa H4K16

AceCS2, complejo I,  
GDH, SOD2, IDE2, 
FoxO3a

SIRT4 Mitocondria
ADP-ribosiltransferasa, 
deacetilasa y 
lipoamidasa

Ninguno GDH, PDH, IDE, ANT 

SIRT5 Mitocondria
Malonil-, succinil-, 
glutaril- y acetil-
deacilasa

Ninguno CPS1 

SIRT6 Núcleo
ADP-ribosiltransferasa, 
deacetilasa y 
demiristoilasa

H3K9, H3K56 NF-κB 

SIRT7 Nucleolar Deacetilasa y 
desuccinilasa H3K18, H3K122 Pol I, Hif-1α, Hif-2α

AceCS2, acetil-CoA sintetasa; ANT, translocador de nucleótido de adenina; CPS1, cárbamôil-fosfato sintetiza 1; 
eIF5a, factor de iniciación eucariota de la traducción 5a; FoxO3a, forkhead box, subgrupo O 3a; G6PD, glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa; GDH, deshidrogenasa de glutamato; Hif, factor inducible por hipoxia; IDE, enzima de 
degradación de insulina; NF-κB, factor nuclear kappa B; PDH, deshidrogenasa de piruvato; PGC-1α, coactivador 1α 
del receptor gamma activado del proliferador de peroxisomas; Pol I, polimerasa de ADN I; SIRT, sirtuina; SOD2, 
superóxido dismutasa 2. 
Tomado y modificado de Carafa et al. 2016, Choudhary et al. 2014, Haigis & Sinclair 2010, Schiedel et al. 2017 y 
Seto & Yoshida 2014.
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La familia de los reguladores de Sir2, o de las sirtuinas, fueron descubiertos en S. cerevisiae, 
aunque inicialmente fueron identificados como ADP-ribosiltransferasas (Klar et al. 1979). Más de dos 
décadas después se determinó que también tienen actividad deacetilasa dependiente de dinucleótido 
de nicotinamina y adenina oxidado (NAD+) (Imai et al. 2000). Mediante análisis filogenético se han 
clasificado las sirtuinas en 5 subclases: I, II, III, IV y U. Las siete sirtuinas descritas en mamíferos 
pertenecen a las primeras cuatro subclases (ver Tabla 4.6), mientras que las de la clase U sólo se han 
encontrado en bacterias Gram positivas (Schiedel et al. 2018). Contrario a las HDACs clásicas, las 
sirtuinas tienen más bien actividad deacilasa de lisinas, puesto que pueden catalizar la remoción una 
gran diversidad de grupos acilo, como formilo, acetilo, propionilo, butirilo, crotonilo, malonilo, succinilo, 
glutarilo y miristoilo (Choudhary et al. 2014). Las características más relevantes de las sirtuinas de los 
mamíferos se resumen en la Tabla 4.7. 

 

34

Figura 4.5. Reacción de deacetilación de SIRT1 como modelo de la actividad enzimática de las sirtuinas. El 
grupo ε amino terminal de la cadena lateral de la lisina está acetilado en la porción superior de la figura (elipse 
azul). NAD+ es el sustrato necesario para la remoción de los grupos acetilo por las sirtuinas. Primero, el 
oxígeno del grupo acetilo realiza un ataque nucleofílico en el C1 del NAD+, liberando nicotinamida. Luego, 
una serie de ataques nucleofílicos, que involucran una molécula de agua (no mostrada), terminan por escindir 
el grupo acetilo del grupo ε amino. Esta serie de pasos también reordenan la posición del grupo acetilo en el 
C2 de la molécula de ADP ribosa (elipse azul en la porción inferior). En el medio acuoso 2’-O-acetil-ADP 
rebosa se convierte fácilmente es 3’-O-acetil-ADP ribosa por transesterificación intramolecular no 
enzimática. Tomado y modificado de Seto & Yoshida 2014.
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El NAD+ es un cofactor necesario para la actividad catalítica de las sirtuinas. La deacetilación de 
las lisinas, que es el mecanismo catalítico mejor estudiado, resulta en la ruptura del NAD+ en 
nicotinamida y ADP-ribosa. Posteriormente, el grupo acetilo de la lisina es donado a la ADP-ribosa para 
formar 2’- o 3’-O-acetil-ADP ribosa (OAADPr) y liberar la cadena lateral de la lisina deacetilada (Figura 
4.5). En S. cerevisiae se ha establecido el importante papel de la OAADPr como molécula de 
señalización, pero en mamíferos aún no se ha establecido del todo su relevancia. Por otra parte, la 
nicotinamida inhibe la actividad de las sirtuinas al competir por el sitio de unión de NAD+. Algunas 
sirtuinas, como SIRT4 y SIRT6, también tienen actividad ADP-ribosiltransferasa, aunque su eficiencia es 
mucho menor que la deacetilación y significado biológico de esta actividad enzimática no ha sido 
esclarecido (Seto & Yoshida, 2014). 

SIRT1 como moduladora de la expresión génica y de la actividad de vías de señalización 
Puesto que dependen de NAD+ para sus actividades catalíticas, las sirtuinas vinculan el estado 

energético celular con la actividad de redes de señalización y con la regulación de la expresión génica 
(Li 2013). En efecto, la deacetilación de lisinas específicas en proteínas involucradas en vías de 
señalización regula su activación, ya sea a la alza o a la baja. También, la deacetilación en las histonas 
resulta en cambios conformacionales de la cromatina. De manera general, la cromatina poco acetilada 
adopta un estado de heterocromatina y disminuye la actividad de la maquinaria transcripcional, puesto 
que las secuencias reguladoras en el ADN quedan menos expuestas para reclutar a factores y 
cofactores transcripcionales (Choudhary et al. 2014) (Figura 4.6). 

La observación de que la sobre-expresión de Sir2 aumenta la longevidad en S. cerevisiae estimuló 
la investigación sobre el papel de las sirtuinas en la fisiología y en la enfermedad (Kaeberlein et al. 
1999). Después se encontró que la sobre-expresión de SIRT1 aumentaba la esperanza de vida de 
varias especies de invertebrados, como en D. melanogaster y en C. elegans (Giblin et al. 2014). Sin 
embargo, en modelos mamíferos la sobre-expresión de SIRT1 no aumenta la longevidad, aunque 
mejora consistentemente varios parámetros metabólicos y se asocia con envejecimiento saludable 
(Haigis & Sinclair 2010, Michan & Sinclair 2007). En contraste, recientemente se ha reportado que la 
sobre-expresión de SIRT6 en ratones macho aumenta la esperanza de vida a través de la regulación de 
la actividad de varios componentes la vía del IGF-1 (Kanfi et al. 2012). 

SIRT1 es un punto maestro en la regulación de la actividad metabólica y su activación, ya sea 
mediante estrategias genéticas o farmacológicas, resulta en mejoría en varios aspectos del síndrome 
metabólico. La sobre-expresión de SIRT1 en ratones tiene efectos similares a la restricción calórica, 
como sensibilidad aumentada a la insulina, mayor biogénesis mitocondrial y menor incidencia de 
enfermedades relacionadas con el envejecimiento (Bordone et al. 2007). El ayuno aumenta la 
concentración de piruvato que, a su vez, incrementa la expresión de SIRT1. Por otra parte, el aumento 
de la disponibilidad de NAD+ también incrementa su actividad enzimática. La proteína cinasa activada 
por monofosfato de adenosina (AMPK, AMP-activated protein kinase) es la responsable del incremento 
de la concentración intracelular de NAD+. En efecto, muchos de los efectos de la activación de AMPK 
se sobrepasan a los de SIRT1 (Haigis & Sinclair 2010). SIRT1 deacetila y activa, por ejemplo, el 
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coactivador 1α del receptor γ activado del proliferador de peroxisomas (PGC-1α, peroxisome 
proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha) lo que resulta en la expresión de genes 
relacionados con la gluconeogénesis, la glucogenólisis y la biogénesis mitocondrial en hepatocitos 
(Cantó & Auwerx 2009). La sintetasa de acetil-CoA 1 es otro blanco de SIRT1, cuya deacetilación 
aumenta su actividad e incrementa la síntesis de ácidos grasos endógenos, mientras que la activación 
de los factores de transcripción factor nuclear LXR (liver X receptor) y FoxO1 (forkhead box O1) 
promueven la transcripción de factores involucrados con la regulación de la síntesis de colesterol, de la 
síntesis de glucosa y de la oxidación de ácidos grasos (Li 2013). 

Se han descrito otros blancos de SIRT1 relacionados con una gran variedad de procesos celulares.   
FoxO3a y p53 son factores de transcripción involucrados en determinar si se precipita muerte celular 
bajo condiciones de estrés. En un ensayo in vitro, Hori et al. (2013) encontraron que la activación de 
SIRT1 bajo estrés oxidativo estimula la transcripción de genes dependientes de p53 y de FoxO3a, 
como la SOD2, y promueve la supervivencia celular. Por otro lado, SIRT1 inhibe la señalización 
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Figura 4.6. SIRT1 modula la estructura tridimensional de la cromatina a través de la deacetilación de las colas 
N-terminales de las histonas. Cuando la abundancia relativa de las lisinas acetiladas disminuye, la cromatina 
adopta un estado cerrado, o de hetercromatina, como se muestra en el esquema. Esto oculta o impide el 
acceso a la maquinaria transcripcional a promotores o enhancers, que en consecuencia disminuye la síntesis 
de ARN mensajero. La actividad de SIRT1 es regulada por agentes endógenos (como nicotinamida y DBC-1) y 
puede ser modificada por moléculas exógenas (EX527, resveratrol y quercetina) (ver sección Activadores e 
inhibidores de SIRT1).
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dependiente del factor nuclear κB (NF-κB, nuclear factor kappa B), promueve el metabolismo oxidativo 
en las células del sistema y detiene la inflamación a través de la deacetilación de la subunidad p65 
(Kauppinen et al. 2013). También, el factor inducible por hipoxia 1α (Hif-1α, hypoxia inducible factor 1 
alpha) es estabilizado por SIRT1 tras ser deacetilado, lo que promueve la síntesis de factores 
relacionados con la supervivencia celular y la invasión tisular en cáncer, como el factor de crecimiento 
vascular endotelial (VEGF), el transportador de glucosa 1 (GLUT1, glucose transporter 1) y la 
metaloproteinasa de matriz 2 (MMP2, matrix metalloproteinase 2) (Joo et al. 2015). 

La organización de la cromatina en los mamíferos y, en consecuencia, la actividad transcripcional 
de ciertos genes también es regulada por la deacetilación de las histonas. SIRT1 deacetila las lisinas 16 
de la histona 4 (H4K16) y 9 de la histona 3 (H3K9), lo que induce la formación de heterocromatina 
facultativa. Esto es seguido del reclutamiento de la histona 1, su deacetilación en la lisina 26 (H126), la 
demetilación de la H3K79 y el silenciamiento transcripcional (Vaquero et al. 2004). El nivel de 
acetilación de H3K56  incrementa durante la fase S del ciclo celular y es crítico para la estabilidad 
genómica. Aunque este sitio es blanco de SIRT1, la ausencia de esta sirtuina aumenta la cantidad de 
sitios con evidencia de daño al ADN (Yuan et al. 2016). También la H3K14 es deacetilada por SIRT1, lo 
que disminuye la expresión de Hif-1α in vitro (Dong et al. 2016); este hallazgo ofrece información 
acerca de los diferentes niveles de regulación que SIRT1 puede tener en una misma vía de señalización 
dependiente del contexto.  

Papel de SIRT1 en enfermedades degenerativas del sistema nervioso central 
El papel de esta SIRT1 en la fisiología en los mamíferos ha quedado evidenciado por una gran 

cantidad de estudios (Michan & Sinclair 2007, Haigis & Sinclair 2010). En el sistema nervioso central 
de los mamíferos SIRT1 participa de manera muy relevante en muchos procesos. Durante el 
neurodesarrollo SIRT1 regula la elongación axonal, el crecimiento de neuritas, la ramificación dendrítica 
y la elección de la estirpe celular de los precursores neurales. A través de su importante papel en el 
hipotálamo, afecta el ciclo circadiano, la función endocrina y la alimentación. También se ha visto 
involucrada en la modulación de la plasticidad y la formación de memorias (Herskovits & Guarente 
2014). SIRT1 tiene una amplia distribución en el sistema nervioso central de los mamíferos, como lo 
demostró un estudio de hibridación in situ en cerebros de ratón, rata y humano. Esta sirtuina es más 
abundante en la médula espinal, el hipocampo, los ganglios de base, el tallo cerebral y el cerebelo, y se 
expresa exclusivamente en el núcleo de neuronas GABAérgicas y dopaminérgicas (Zakhary et al. 2010)  

Puesto que SIRT1 se encuentra involucrada en muchos procesos fisiológicos del sistema 
nervioso, también se ha estudiado su papel en trastornos neurodegenerativos. En algunas de estas 
enfermedades la activación de SIRT1 resulta protectora. En un modelo in vitro de la enfermedad de 
Alzheimer, la sobre-expresión de SIRT1 está relacionada con menor toxicidad al amiloide β mediado 
por una disminución en la expresión microglial de NF-κB (Chen et al. 2005). Este hallazgo fue 
corroborado in vivo en el ratón doble transgénico para la proteína precursora del amiloide y presenilina 
1, aunque en este estudio el sustrato de SIRT1 responsable de los efecto benéficos fue el receptor de 
ácido retinoico β (Donmez et al. 2010). En modelos in vivo de la enfermedad de Parkinson la activación 
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de SIRT1 también es protectora, puesto que deacetila y activa al factor de choque térmico 1 (Donmez 
et al. 2012). La activación de SIRT1 también provoca la deacetilación y la activación transcripcional de 
PGC-1α en un ratones tratados con 1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina (MPTP), un modelo 
ampliamente utilizado de degeneración de neuronas dopaminérgicas (Mudò et al. 2012).  

Los resultados de la activación de SIRT1 en otros trastornos neurodegenerativos han sido 
contradictorios. En la enfermedad de Huntington, por una parte, la sobre-expresión de SIRT1 protege 
de la neurotoxicidad provocada por la huntingtina mutante en modelos murinos (Jeong et al. 2012, 
Jiang et al. 2012). Sin embargo, en un modelo de neurotoxicidad por huntingtina en D. melanogaster la 
inhibición de SIRT1 resulta protectora (Pallos et al. 2008). Interesentamente, este hallazgo es apoyado 
por el desarrollo clínico de selisistat, un potente y selectivo inhibidor de SIRT1 (ver más abajo), en 
pacientes con enfermedad de Huntington (Reilmann et al. 2014, Süssmuth et al. 2015). En las 
enfermedades por priones también los resultados han sido mixtos. Estos trastornos degenerativos 
resultan de la neurotoxicidad ocasionada por la proteína priónica conformacionalmente alterada (PrPSc). 
En un estudio in vivo la inhibición de SIRT1 retrasa la propagación de la PrPSc (Chen et al. 2008), 
mientras que otro encontró que la autofagia inducida por la activación de SIRT1 previene la 
nneurodegeneración (Jeong et al. 2013). En esclerosis múltiple, un trastorno autoinmune con un 
importante componente neurodegenerativo, la sobre-expresión de SIRT1 mejora el daño axonal in vivo 
(Nimmagadda et al. 2013) aunque también se ha observado que la deleción de SIRT1 retrasa el inicio y 
la parálisis (Rafalski et al. 2013). 

Las observaciones realizadas en modelos de trastornos degenerativos del sistema nervioso 
central indican que SIRT1 es un blanco terapéutico con potencial para el tratamiento de ENMs. 
Además, se han descrito mas de 50 proteínas blanco de SIRT1, entre histonas y no histonas (Schiedel 
et al. 2017), lo que podría sugerir vías de señalización u otros blancos moleculares relevantes para 
explorar modalidades de tratamiento innovadoras. 

Activadores e inhibidores de SIRT1 
La identificación de moléculas endógenas reguladoras y el desarrollo de compuestos capaces de 

activar o inhibir a las sirtuinas, incluida SIRT1, es un área de investigación activa (Carafa et al. 2016). 
SIRT1 puede ser activado por el regulador activo de SIRT1 (AROS, active regulador of SIRT1), lo que 
disminuye la actividad transcripcional de p53 (Kim et al. 2007b). Por otro lado, SIRT1 puede sufrir 
también MPTs, como fosforilación, SUMOilación y nitrosilación, las cuales aumentan su actividad 
deacetilasa dependiendo del blanco (Revollo & Li 2013). También es posible activar a SIRT1 mediante 
compuestos exógenos. Los polifenoles son compuestos derivados de plantas que han surgido como 
una estrategia terapéutica prometedora para trastornos neurodegenerativos (Ebrahimi & Schluesner 
2012, Del Rio et al. 2013). Este efecto benéfico ha sido atribuido a la activación alostérica de SIRT1 
(Min et al. 2013). Entre la gran cantidad de compuestos polifenólicos descubiertos, resveratrol (RSV) y 
quercetina (QCT) son dos de las moléculas más interesantes (Figura 4.7). RSV es un compuesto 
activador de sirtuinas bien documentado y tiene efectos protectores en modelos in vitro e in vivo de 
neurodegeneración mediada por excitotoxicidad (Zhang et al. 2015). Además, también se ha 
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demostrad que RSV tiene efectos neuroprotectores a través de la estimulación alostérica de AMPK 
(Dasgupta and Milbrandt, 2007). 

Por otro lado, QCT reduce la muerte neuronal inducida por glutamato in vitro en el hipocampo 
(Yang et al. 2013) y en la retina (Nakayama et al. 2011), así como el daño neuronal en un modelo in vivo 
de isquemia cerebral focal (Pandey et al. 2011). Además, recientemente se reportó que prevenía la 
degeneración hipocampal mediada por hipoxia a través de la modulación de la expresión de SIRT1 (Liu 
et al. 2015). Sin embargo, los estudios sobre los efectos de estos compuestos en modelos 
experimentales de ENM son escasos. 

 

También se han identificado algunos inhibidores endógenos de SIRT1, como la proteína suprimido 
en cáncer de mama 1 (DBC1, deleted in breast cancer 1) (Kim et al. 2008). La metilación de SIRT1 
disminuye su actividad enzimática (Revollo & Li 2013), al igual que el producto nicotinamida (Seto & 
Yoshida 2014). La inhibición de las sirtuinas es de gran interés en ciertas áreas terapéuticas, como es el 
cáncer. Es por ello que se han identificado y generado una gran variedad de compuestos sintéticos con 
capacidad variable para inhibir SIRT1, como análogos de nicotinamida, de NAD+, derivados de 
hidroxinaftaldehído, tiobarbituratos e inhibidores de cinasas (Schiedel et al. 2017). El primer inhibidor 
selectivo sintético de SIRT1 fue EX527 (o selisistat), con una concentración inhibitoria al 50% (IC50) de 
98 nM; hasta la fecha es uno de los inhibidores más potentes identificados (Napper et al. 2005) (Figura 
4.7). De hecho, este compuesto es seguro y bien tolerado en pacientes con enfermedad de 
Huntington (Reilmann et al. 2014, Süssmuth et al. 2015). Hasta la fecha, ningún inhibidor de SIRT1 ha 
sido evaluado en modelos animales o pacientes con ENM. 

SIRT1 y sus blancos como estrategia terapéutica en enfermedades de neurona motora 
Hasta hace poco se comenzó a reconocer que SIRT1 podría experimentar cambios durante el 

curso de la ELA (para una revisión detallada véase Tang et al. 2017). Por ejemplo, la expresión de SIRT1 
está aumentada en la corteza cerebral (especialmente en la capa de neuronas piramidales), el 
hipocampo, el tálamo y la médula espinal de ratones transgénicos hSOD1G93A en etapa sintomática 

Figura 4.7. Estructuras moleculares de resveratrol, quercetina y EX527 (selisistat). Resveratrol y quercetina 
son polifenoles activadores de sirtuinas, mientras que EX527 es un potente y selectivo inhibidor de SIRT1.
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(Lee et al. 2012). En tejido post-mortem de pacientes con ELA estos hallazgos fueron similares: SIRT1 , 
SIRT2 y SIRT5 están sobre-expresadas en las neuronas de la médula espinal, aunque en la corteza 
cerebral se encontró menos abundancia del mRNA de SIRT1 y 2 (Körner et al. 2013). 

Además, se ha acumulado evidencia que confirma el efecto protector de la actividad de SIRT1 en 
modelos de ELA familiar, en especial de aquellos derivados del ratón transgénico hSOD1G93A (Tang 
2017). En cultivos corticales primarios obtenidos de ratones transgénicos se observó que RSV protege 
de la muerte neuronal y que dicho efecto dependía de la activación de SIRT1 (Kim et al. 2007a). De 
manera similar, en un estudio in vitro de células 4.1 de la médula espinal ventral parecidas a NMs, 
transfectadas con hSOD1G93A, se encontró que la expresión de SIRT1 se encontraba disminuida y que 
RSV prevenía la muerte neuronal (Wang et al. 2011). Por otra parte, en modelos in vivo en el mismo 
ratón transgénico la activación de SIRT1 mediante la administración crónica de RSV retrasa el inicio de 
la enfermedad y extiende la esperanza de vida (Han et al. 2012, Mancuso et al. 2014, Song et al. 
2014). Este efecto protector en la esperanza de vida ha sido confirmado en un ratón doble transgénico 
hSOD1G93A que también sobre-expresa SIRT1 en el cerebro y en la médula espinal, aunque el inicio de 
la enfermedad no tuvo cambios (Watanabe et al. 2014). 

Los mecanismos a través de los cuales SIRT1 brinda efectos neuroprotectores en los modelos de 
ELA no han sido esclarecidos, aunque algunos estudios han brindado información relevante. Por 
ejemplo, la sobre-expresión de SIRT1 en el ratón transgénico resultó en deacetilación, e inactivación, 
de la proteína de choque térmico 1 y de p53 (Han et al. 2012). En un estudio in vitro de NMs en las 
que se inducía muerte a través de varios mecanismos (como excitotoxicidad, sobre-expresión de 
hSOD1G93A, de p150glued mutante o del receptor de andrógenos con expansión de poliglutaminas), la 
expresión dirigida de FoxO3a al núcleo a través de métodos farmacológicos o de manipulación 
genética evitaba la muerte neuronal (Mojsilovic-Petrovic et al. 2009). En contraste, FoxO3a también 
induce la sobre-expresión del ligando de Fas en NMs en cultivo derivadas de factores tróficos, lo que 
precipita muerte neuronal (Barthélémy et al. 2004). PGC1-α  también participa en la fisiopatología de 
la ELA, puesto que se han encontrado expresión disminuida de este cofactor en el músculo y en la 
médula espinal de ratones transgénicos y de pacientes con ELA esporádica (Thau et al. 2012). Incluso, 
PGC1-α podría servir como una estrategia terapéutica, puesto que la sobre-expresión dirigida de este 
cofactor en las neuronas del ratón transgénico mejoró la supervivencia y el desempeño en las tareas 
motoras (Zhao et al. 2011). Sin embargo, otro estudio con ratones dobles transgénicos no encontró 
aumento de la esperanza de vida, aunque se observó mejoría en el desempeño de las tareas y 
disminución en la muerte neuronal (Liang et al. 2011). 
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La excitotoxicidad mediada por glutamato es uno de los mecanismos primordiales propuestos 
para explicar la degeneración neuronal en las enfermedades de neurona motora, como en la esclerosis 
lateral amiotrófica. Abundante evidencia señala que la activación del receptor de tipo AMPA está 
implicado en este proceso. Basados en estos antecedentes, en nuestro laboratorio se diseñó un 
modelo de excitotoxicidad crónica en la médula espinal in vivo que depende de la administración del 
agonista exógeno AMPA. Esta metodología también nos ha permitido evaluar el potencial efecto 
protector de numerosas estrategias. 

Investigaciones previas realizadas en el laboratorio han encontrado que la estimulación de la 
liberación de glutamato endógeno, mediante el bloqueo de canales KV con 4AP, provoca que la 
concentración extracelular de glutamato aumente en varias regiones del sistema nervioso central, 
como el hipocampo y el estriado. Este tratamiento conduce a excitotoxicidad y muerte neuronal que es 
evitada con la administración de antagonistas de receptores ionótropicos de glutamato. En la médula 
espinal, por su parte, la administración de 4AP in vivo en un modelo agudo (mediante microdiálisis) 
aumenta la concentración de glutamato extracelular, resultando en fasciculaciones en los miembros 
pélvicos, sugestivas de hiperexcitabilidad. Sin embargo, este tratamiento no provoca degeneración de 
neuronas motoras. Es posible que la duración del tratamiento no sea suficiente para precipitar 
neurodegeneración. 

La estimulación crónica de la liberación de glutamato endógeno podría constituir una forma de 
provocar excitotoxicidad más cercana a la que ocurre en las enfermedades de neurona motora. Sin 
embargo, esta forma de provocar excitotoxicidad no ha sido evaluada en nuestro modelo in vivo de 
infusión crónica a la médula espinal mediante minibombas osmóticas. También, la caracterización de 
los mecanismos neuroquímicos que subyacen los efectos de la liberación de glutamato endógeno 
podría otorgar indicios para entender mejor la degeneración de las neuronas motoras in vivo. 

Por otro lado, la caracterización de blancos terapéuticos y el desarrollo de potenciales 
tratamientos es un área prioritaria en las enfermedades de neurona motora, puesto que son trastornos 
degenerativos con mortalidad uniforme. Hasta la fecha, no existen estrategias terapéuticas para 
detener o aminorar la progresión de la parálisis ni la muerte de las NMs. Se ha demostrado que en la 
esclerosis lateral amiotrófica existen alteraciones en el metabolismo energético y en la regulación 
transcripcional que podría subyacer, e incluso explicar, la degeneración selectiva de NMs. 

Las sirtuinas son la clase III de las HDACs y dependen de NAD+ para llevar a cabo su actividad 
catalítica. Estas proteínas regulan la actividad de muchas otras vías de señalización a través de su 
actividad de deacetilasa. Se ha propuesto que, dada su relación con NAD+, las sirtuinas sirven como 
enlace entre el estado energético celular con la expresión génica a través de cambios epigenéticos. 
SIRT1 es la sirtuina más abundantemente expresada en el sistema nervioso central de los mamíferos, 
incluidas las NMs espinales. Existe evidencia de que la expresión y la actividad de SIRT1 se encuentran 
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disminuidas en modelos in vivo de ELA así como en tejido del SNC de pacientes. En modelos in vitro de 
ELA se ha encontrado que revertir estos cambios disminuye la degeneración de NMs. 

La evidencia de los efectos protectores de la modulación de la actividad de sirtuinas en NMs es 
escasa, aunque los resultados en trabajos in vitro sugiere que se podría tratar de una estrategia 
plausible. Es por ello que evaluamos el potencial efecto neuroprotector de la activación crónica de 
SIRT1 es nuestro modelo de neurodegeneración espinal inducido por excitotoxicidad crónica in vivo. 
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6. OBJETIVOS 

Como se ha establecido en las secciones ORGANIZACIÓN DE LA TESIS y PLANTEAMIENTO DEL 
PROBLEMA, esta tesis está dividida en dos partes que consistieron en la exploración de los mecanismos 
neuroquímicos y en estrategias de neuroprotección en la degeneración excitotóxica de la neuronas 
motoras de la médula espinal in vivo. Es por ello que cada parte cuenta con sus propios objetivos, 
como se detallan a continuación. 

6.1. EFECTOS SOBRE LAS NEURONAS MOTORAS DE LA ESTIMULACIÓN CRÓNICA DE LA LIBERACIÓN DE 
GLUTAMATO ENDÓGENO EN LA MÉDULA ESPINAL IN VIVO. 

Objetivo general 
Evaluar los efectos de la infusión crónica de 4AP en la médula espinal in vivo sobre la conducta 

motora y el número de neuronas motoras, y los mecanismos neuroquímicos que los subyacen. 

Objetivos particulares 
I. Estudiar el papel de los receptores ionotrópicos de glutamato, de tipo NMDA y AMPA, en los 

efectos observados por la infusión de 4AP. 

II. Estudiar el papel del receptor de GABAA en los efectos observados por la infusión de 4AP. 

III. Evaluar el potencial efecto neuroprotector de la activación crónica de receptores de GABAA 
contra la excitotoxicidad inducida por AMPA en la médula espinal. 

IV. Evaluar el efecto de la infusión crónica de NMDA en la médula espinal sobre la conducta 
motora y el número de neuronas motoras. 

6.2. LAS SIRTUINAS COMO MECANISMO PROTECTOR EN UN MODELO DE NEURODEGENERACIÓN DE 
NEURONAS MOTORAS ESPINALES POR EXCITOTOXICIDAD CRÓNICA. 

Objetivo general 
Evaluar el potencial efecto protector de la infusión crónica de los polifenoles RSV y QCT en la 

médula espinal in vivo sobre la conducta motora y el número de neuronas motoras en un modelo de 
neurodegeneración inducido por excitotoxicidad crónica. 

Objetivos particulares 
I. Describir si existe expresión de la proteína SIRT1 en la médula espinal lumbar de rata en 

condiciones fisiológicas, así como su distribución . 
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II. Evaluar el efecto de la infusión crónica de RSV en la médula espinal sobre la conducta 
motora, el número de neuronas motoras y el número de células gliales (astrocitos y microglia) 
en condiciones de excitotoxicidad crónica mediada por AMPA. 

III. Evaluar el efecto de la infusión crónica de QCT en la médula espinal sobre la conducta 
motora, el número de neuronas motoras y el número de células gliales (astrocitos y microglia) 
en condiciones de excitotoxicidad crónica mediada por AMPA. 

IV. Estudiar la contribución de la actividad de SIRT1 a los efectos observados resultantes de la 
infusión crónica de RSV y de QCT. 

V. Evaluar el efecto de la inhibición crónica de SIRT1 en la médula espinal sobre la conducta 
motora, el número de neuronas motoras y el número de células gliales (astrocitos y microglia) 
en condiciones basales y de excitotoxicidad crónica mediada por AMPA. 

VI. Evaluar el efecto de la inhibición crónica de las otras clases de deacetilasas de histonas en la 
médula espinal sobre la conducta motora y el número de neuronas motoras en condiciones 
basales y de excitotoxicidad crónica mediada por AMPA. 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 

Animales 
Se utilizaron ratas macho Wistar (280 a 300 gramos) en todos los experimentos. Los animales 

fueron manejados de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999 (Especificaciones 
técnicas para la producción, cuidado y uso de los animales de laboratorio) y con estándares internacionales  
para el bienestar de los animales de investigación (incluyendo las guías ARRIVE -Animal Research: 
Reporting of In Vivo Experiments). También hubo autorización del Comité Institucional para el Uso y 
Cuidado de los Animales de Laboratorio (número de aprobación del protocolo RTI21-14). 

Todos los animales fueron resguardados en un ambiente controlado (vivario del Instituto de 
Fisiología Celular, UNAM), con un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas, con acceso a agua y alimento ad 
libitum. Todos los procedimientos quirúrgicos se realizaron bajo anestesia general. Se llevaron a cabo 
todas las medidas necesarias para disminuir y minimizar el sufrimiento y el estrés de los animales 
durante los procedimientos experimentales, y para utilizar la menor cantidad de animales posible sin 
perder poder estadístico. 

Preparación de minibombas osmóticas 
Con el propósito de realizar administraciones crónicas de los fármacos directamente a la médula 

espinal, se utilizaron minibombas osmóticas marca Alzet, modelo 2004 (Durect Corp.; Cupertino, CA, 
EUA). Estas minibombas tienen un volumen promedio de ∼250 μL y un flujo 6 μL/día, para alcanzar 
una duración promedio de aproximadamente 28 días. Las minibombas se componen de un tubo 
dosificador y de la minibomba per se. El tubo dosificador fue modificado, pegando un tramo de tubo de 
vinilo de 3-4 mm con adhesivo líquido instantáneo de cianoacrilato (Loctite 495, Henkel; Düsseldorf, 
Alemania), para lograr la administración dirigida de los contenidos a la bomba a una cánula y, luego, a la 
médula espinal.  

Las minibombas osmóticas fueron primero llenadas con las soluciones de los compuestos, en las 
concentraciones indicadas (Tabla 7.1), y después se terminaron de ensamblar con la colocación del 
tubo dosificador modificado. Estas bombas requieren un período de incubación bajo parámetros 
fisiológicos  de temperatura y osmolaridad durante 40 horas antes de alcanzar el flujo estable que 
señala el fabricante. Para tal efecto, las minibombas osmóticas, tras haber sido llenadas con las 
soluciones de los compuestos en las concentraciones indicadas y del ensamble del tubo modificador, 
fueron incubadas en solución salina al 0.9% a 35.5-37.0º C por 48 horas previo a su implante 
quirúrgico en los animales. 

Para el caso de los polifenoles (RSV, QCT y EX) se calculó la concentración necesaria para que, de 
acuerdo con las características que se detallaban en cada lote de minibombas osmóticas (volumen total 
y flujo promedio), fuesen infundidos en la médula espinal 1 o 10 nanomolas por día (nm/d) de fármaco. 
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Implante quirúrgico de las minibombas osmóticas 
Se utilizó el procedimiento descrito por Tovar-y-Romo et al. (2007) con algunas modificaciones 

menores, como se describe a continuación. Los animales fueron anestesiados con isoflurano al 5.0% 
en carbógeno (una mezcla de gas compuesto de 95% O2/5% CO2), en una cámara de inducción 
anestésica, a razón de 2 L/min por 4 minutos. Después fueron montados en una unidad de cirugía 

TABLA 7.1. FÁRMACOS Y CONCENTRACIONES UTILIZADAS

Fármaco Abreviatura Concentración 
utilizada Efecto farmacológico

Solución salina fisiológica SS 0.9% Ninguno; tomado como control según 
se indique.

PBS 0.1 M/dimetilsulfóxido al 
3% Control No aplica Ninguno; tomado como control según 

se indique.

4-aminopiridina1 4AP 35 mM Bloqueador de canales de potasio 
dependientes de voltaje

Ácido α-amino-3-hidroxi-5-
metilo-4-isoxazolpropiónico1,2 AMPA 7.5 mM Activador de receptores ionotrópicos 

de glutamato tipo AMPA

Ácido N-metil-D-aspártico1 NMDA 7.5 mM Activador de receptores ionotrópicos 
de glutamato tipo NMDA

Dizocilpina1 MK801 1 mM
Bloqueador de receptores 
ionotrópicos de glutamato tipo 
NMDA

2,3-dioxo-6-nitro-1,2,3,4-
tetrahidrobenzo[f]quinoxalina-
7-sulfonamida1

NBQX 1 mM Bloqueador de receptores 
ionotrópicos de glutamato tipo AMPA

Metbromuro de bicuculina1 BIC 5 mM Bloqueador de receptores 
ionotrópicos de GABAA

Muscimol1 MUSC 10 mM Activador de receptores ionotrópicos 
de GABAA

Resveratrol2 RSV 1 o 10 
nanomolas/día Activador de SIRT1, a evaluar

Quercetina2 QCT 1 o 10 
nanomolas/día Activador de SIRT1, a evaluar

EX5272 EX 1 o 10 
nanomolas/día Inhibidor de SIRT1, a evaluar

Butirato de sodio2 But 20 mM Inhibidor de HDACs clásicas

1. Fármacos disueltos en solución salina al 0.9%. 2. Fármacos disueltos en PBS 0.1 M/dimetilsulfóxido al 3%. 
NMDA, 4-AP, But, BIC y MUSC fueron comprados de Sigma Aldrich (Darmstadt, Alemania), mientras que AMPA, MK801 
y NBQX fueron comprados de Tocris Bioscience (Bristol, Reino Unido).
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espinal estereotáxica; la concentración de isoflurano fue gradualmente disminuida hasta mantenerla en 
1.5-2.0%, mientras que el flujo de carbógeno fue mantenida en 2 L/min a lo largo del procedimiento. 

Los animales fueron marcados en la base de la cola con un número consecutivo con un marcador 
permanente, se les rasuró la espalda (en la región torácica y lumbar) y se desinfectó la piel con etanol al 
70%. Se realizó una incisión en el plano sagital mediano, de 3.5-4.0 cm de largo, en la espalda del 
animal. Se separó la piel y se disecó la fascia y los tejidos subyacentes para exponer adecuadamente el 
músculo dorsal ancho y sus inserciones en los procesos espinosos de la columna vertebral lumbar. 
Luego, se identificó el proceso espinoso de la vértebra L3, el tejido muscular y conectivo fueron 
disecados y retirados para visualizar la lámina vertebral. Esta vértebra es fácilmente identificable por la 
inserción tendinosa en el extremo mas rostral del dorsal ancho en la columna vertebral. 

Una vez que se limpió la lámina vertebral, el proceso espinoso fue desgastado en su totalidad con 
un taladro Mototool Dremel 3000 (Racine, WI, EUA) al que se le adaptó una fresa para odontología 
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Figura 7.1. Esquema del modelo crónico de infusión en la médula espinal de ratas in vivo mediante 
minibombas osmóticas. A los animales se le coloca la minibomba osmótica en un espacio subcutáneo. 
Mediante una cánula (línea azul), la minibomba infunde sus contenidos, a lo largo de hasta 28 días continuos, 
directamente al tejido de la médula espinal que se elija (Sitio de infusión). En este modelo el sitio de infusión 
es entre los mielómeros L3 y L4, que inervan los músculos de las extremidades traseras de la rata (véase Tabla 
4.2). Los componentes del modelo (médula espinal y minibomba osmótica) no están a escala. 
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(modelo HP-2, SS White Technologies Inc.; Lakewood, NJ, EUA). Se realizó un trépano de ~1 mm de 
diámetro en la lámina izquierda al cual se le fijó un tornillo de acero inoxidable (3.7 mm de largo y 1 
mm de diámetro). Luego, auxiliado con un estereoscopio, se realizó un trépano rectangular de ~2 mm 
de ancho y ~4 mm de largo hasta que se logró la visualización de la porción dorsal de la médula 
espinal. Con un gancho metálico, elaborado en el laboratorio, cuidadosamente se retiraron las 
meninges para exponer el tejido de la médula espinal. La permeabilidad de una cánula, previamente 
elaborada en el laboratorio, fue probada con solución salina o PBS filtrados. Las cánulas consisten en 
tubos plásticos de ~1 cm de longitud a los que se les pega, mediante cemento epóxico y pegamento 
de cianoacrilato líquido (Loctite 495), en un extremo un capilar de vidrio de sílice fundida de 1 mm de 
longitud, 50 μm de diámetro interno y 80 μm de diámetro externo (no. de catálogo CV0508, VitroCom 
Inc.; Mountain Lakes, NJ, EUA). La cánula fue colocada en una unidad estereotáxica y dirigida hacia el 
trépano en la lámina derecha. Con ayuda de las guías milimétricas de la unidad estereotáxica se 
avanzó, en el plano vertical, hacia el tejido de la médula espinal 0.8-1.0 mm. Se tuvieron precauciones 
de que la inserción del capilar de vidrio no dañara estructuras vasculares y que estuviera en la zona 
anatómica correcta, entre los mielómeros L3 y L4 (Figura 7.1).  

Se vertió cemento dental acrílico recién preparado sobre la lámina de la vértebra L3 y se permitió 
que fraguara en el lugar. El cemento acrílico asegura que la cánula no se desplazará puesto que se 
adhiere al tornillo metálico colocado en la lámina izquierda; además, protege a la médula espinal que ha 
quedado expuesta. Se separó, mediante disección roma, la piel del músculo en el lado derecho a la 
incisión, con el propósito de crear un espacio subcutáneo donde sería colocada la minibomba 
osmótica. Luego de colocar la minibomba osmótica en el espacio subcutáneo, se embonó la tubería 
plástica de la cánula (el extremo libre) al tubo adaptador de vinilo adherido en el laboratorio. Las zonas 
pertinentes fueron cuidadosamente secadas con algodón o gasas, y se colocó adhesivo líquido 
instantáneo de cianoacrilato. El objetivo de este procedimiento es administrar de manera continua y 
directa los fármacos cuyos efectos se desea estudiar en el asta ventral de la médula espinal, donde se 
encuentran las NMs. 

Finalmente, la incisión en la espalda fue cerrada con clips quirúrgicos de acero inoxidable, se 
administró una dosis única intraperitoneal de antibiótico (enrofloxacino, 2.5 mg/kg en dosis única; 
Bayer Animal Health; Ciudad de México, México), y los animales fueron colocados en un colchón 
caliente y con carbógeno suplementario hasta que recuperaron la conciencia. Después, fueron 
colocados en sus cajas y se les permitió recuperarse en el vivario 24 horas. 

Evaluación de la conducta motora 
De cuatro a cinco días previos al implante quirúrgico de la minibomba osmótica, los animales 

fueron habituados a caminar en un rodillo elevado giratorio (Rotarod, Columbus Instruments Int.; 
Columbus, OH, EUA) por 120 segundos, iniciando en 10 rpm y con una aceleración de 0.2 rpm/s. 
Después del implante de la minibomba osmótica, los animales fueron evaluados una vez al día, por 5 a 
15 días (de acuerdo con el experimento realizado) y se registró el tiempo para caer (en segundos) del 
rodillo giratorio en tres ocasiones; el tiempo máximo permitido fue de 120 s. El intento en el que se 
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registró el mayor tiempo para caer fue tomado en cuenta para realizar las gráficas y el análisis 
estadístico. Se realizó el primero registro el mismo día que se realizó el implante quirúrgico (día 0), unas 
horas antes del mismo; este valor se consideró el basal. 

También, se midió la fuerza de empuje, en ponds (1 pond = 0.009807 Newtons) de ambas 
extremidades traseras mediante un medidor de fuerza de agarre (TSE Systems; Chesterfield, MO, 
EUA). Los animales se colocaron en una rejilla metálica acoplada a un componente piezoeléctrico, y 
fueron entrenadas a empujar la rejilla al jalar gentilmente la cola del animal. Se realizaron tres intentos y 
entre cada intento se permitió al animal descansar el tiempo suficiente; siempre se evaluó primero el 
tiempo para caer de Rotarod y luego la fuerza de empuje. Se utilizó para las gráficas y el análisis 
estadístico sólo el valor mas elevado de fuerza de los tres intentos. De manera similar a la prueba de 
Rotarod, los animales fueron entrenados de cuatro a cinco días previos al implante de la minibomba 
osmótica. También, se registró la fuerza de empuje de las patas traseras de los animales unas horas 
antes del procedimiento (día 0), y ese valor se tomó como basal. Se midió la fuerza de empuje diario, 
por 5 a 15 días, de acuerdo al tratamiento utilizado, y los valores de fuerza obtenidos fueron 
normalizados con respecto al valor basal. 

Perfusión y fijación 
Al finalizar el experimento los animales fueron perfundidos y fijados con paraformaldehído al 4% 

en PBS (Tovar-y-Romo et al. 2007). Para tal efecto, los animales fueron anestesiados con 1.5 ml de 
pentobarbital intraperitoneal. Cuando se alcanzó anestesia profunda (y antes de que se presentara 
paro cardiorrespiratorio), la caja torácica fue expuesta y la parrilla costal cortada para exponer el 
corazón. Se realizó un corte amplio en la aurícula derecha y se insertó una aguja, conectada mediante 
tubería plástica a una bomba peristáltica (modelo 7553-70 6-600 rpm; Cole-Parmer Instrument 
Company; Vernon Hills, IL, EUA), en el ápice del ventrículo izquierdo. Aproximadamente 250 mL de 
solución salina al 0.9% a 4º C fueron perfundidos, seguidos de ~250 mL de una solución de 
paraformaldehído al 4% en PBS 0.1 M. Se tomaron precauciones para recolectar el excedente utilizado 
de la solución de paraformaldehído expulsado desde la aurícula derecha para ser procesados de 
acuerdo a como lo indica la Norma Oficial Mexicana NOM-052-SEMARNAT-2005 (Características, el 
procedimiento de identificación, clasificación y los listados de los residuos peligrosos). Terminado el 
procedimiento, se realizó una nueva incisión en la espalda del animal, y se disecó la región dorsal. Se 
retiró el implante de acrílico y se recuperó la bomba; para cada experimento se revisó que la 
minibomba osmótica estuviera aún conectada mediante la tubería plástica y que el sistema de infusión 
fuese permeable (apretando ligeramente la minibomba y observando que saliera líquido del lado del 
implante). Con una alicata y tijeras se cortó y recuperó el segmento de tejido correspondiente a la 
región lumbar de la columna vertebral, y con solución salina fría en una jeringa se expulsó la médula 
espinal lumbar del canal vertebral. 

El tejido fue post-fijado en la misma solución de paraformaldehído por al menos 48 horas a 4º C, 
y luego fue deshidratado y crioprotegido en soluciones con concentraciones gradualmente 
incrementadas de sacarosa en PBS (10, 20 y 30%; 24 a 48 horas cada una). Finalizado este período, se 
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recortó el exceso de tejido recuperado, conservando 2 mm a cada lado (rostral y caudal) de la región 
donde visualmente se apreciaba la inserción del capilar de sílice fundido de la cánula. Los fragmentos 
de médula espinal fueron embebidos en una formulación líquida de glicoles y resinas (Tissue-Tek O.C.T. 
4583, Sakura Finetek USA Inc.; Torrance, CA, EUA) en cubetas pequeñas de papel aluminio preparadas 
en la laboratorio, y se incubaron de 5 a 10 minutos a -70º C. Luego, en un criotomo (modelo CM1850, 
Leica Biosystems; Buffalo Grove, IL, EUA) a –20º C se obtuvieron 50 secciones transversales de 40 
μm de grosor y se conservaron en PBS hasta ser teñidas. 

Tinción histológica y conteo de NMs 
Se tomaron para tinción de Nissl (o de violeta de cresilo) entre 15 y 20 secciones consecutivas 

que incluyeran el punto de entrada del tubo capilar (sitio de infusión) y fueron montadas en 
portaobjetos gelatinizados. Se dejaron secar por 24 horas por lo menos, para luego ser sometidos a la 
secuencia de tratamientos para tinción de Nissl (Tabla 7.2).  

 

TABLA 7.2. SECUENCIA UTILIZADA PARA TINCIÓN DE NISSL (VIOLETA DE CRESILO)

Paso Tratamiento Tiempo Paso Tratamiento Tiempo

1 Xileno 10 minutos 7 Agua desionizada 10 segundos

2 Etanol 100% 10 minutos 8 Etanol 70% 3 minutos

3 Etanol 90% 10 minutos 9 Etanol 90% 5 minutos

4 Etanol 70% 5 minutos 10 Etanol 100% 5 minutos

5 Agua desionizada 5 segundos 11 Xileno 10 minutos

6 Violeta de cresilo 
al 0.25% 30 minutos

Figura 7.2. Fotomicrografías representativas de alto aumento de NMs sanas del lado contralateral de la 
médula espinal de una rata tratada con AMPA (izquierda) y de NMs en degeneración en el lado ipsilateral a la 
infusión (derecha, flecha blancas). Escala 100 μm. 
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El número de NMs morfológicamente sanas fue determinado manualmente en un microscopio 
óptico Nikon Eclipse E600 (Nikon Instruments; Melville, NY, EUA), con un objetivo 20X, en las astas 
ventrales ipsilateral y contralateral al sitio de infusión, en por lo menos 15 secciones transversales en 
las que el sitio de infusión fuese claramente visible. En caso de que no se apreciara el sitio de infusión, 
el experimento era excluido del análisis (incluyendo los datos obtenidos en las tareas conductuales 
motoras). Las NMs son neuronas multipolares, con citoplasma intensamente teñido, soma grande 
(diámetro >20 μm), y con núcleo y nucleólo fácilmente distinguibles; sólo las neuronas que cumplían 
con estas características eran contadas (Figura 7.2). Se tomaron fotografías con una cámara digital 
Nikon montada en el microscopio óptico, con un objetivo 20X, de las astas ventrales ipsilateral y 
contralateral secciones representativas de cada grupo de tratamiento. Las imágenes obtenidas en 
formato .jpeg fueron modificadas off-line para ajustar brillo, contraste, saturación de color y recortar 
espacios vacíos.  

Marcaje inmunohistofluorescente y microscopía confocal 
Se realizó inmunomarcaje fluorescente doble con diferentes combinaciones de anticuerpos 

primarios con dos propósitos: 1) estudiar la distribución celular de SIRT1 y 2) realizar conteo de células 
astrogliales y microgliales. En ambos casos se realizó el mismo protocolo. Tras obtener secciones 
transversales de médula espinal fijada de 40 μm (ver sección 4.4. Materiales y métodos, Perfusión y 
fijación) en flotación en PBS 0.1 M, se realizaron los pasos detallados en la Tabla 7.3. 

Al finalizar, entre 3 y 5 secciones de tejido fueron montadas en portaobjetos tratados con xileno 
con medio de montaje fluorescente simple (Dako Inc.; Carpinteria, CA, USA, para el conteo de células 
gliales) o con DAPI (Vector Laboratories; Burlingame, CA, USA, para los ensayos de localización de 
SIRT1), y se conservaron a 4º C, en obscuridad, hasta su visualización. Los anticuerpos primarios y 

TABLA 7.3. SECUENCIA UTILIZADA PARA INMUNOMARCAJE FLUORESCENTE

Paso Tratamiento Solución utilizada Tiempo

1 Permeabilización PBS 0.1 M-Tritón X-100 0.3% 10 minutos

2 Bloqueo PBS 0.1 M-Tritón X-100 0.3% v/v-ASB 5% w/v 120 minutos

3 Incubación con 
anticuerpo primario1

PBS 0.1 M-Tritón X-100 0.3% v/v-ASB 5% w/v-
anticuerpos primarios (diluciones indicadas). 48 horas

4 Lavados (3x) PBS 0.1 M-Tritón X-100 0.3% 10 minutos

5 Revelado2 PBS 0.1 M-Tritón X-100 0.3% v/v-anticuerpos 
secundarios (diluciones indicadas). 120 minutos

6 Lavados (3x)2 PBS 0.1 M-Tritón X-100 0.3% 10 minutos

Todos los pasos se realizaron en secciones de tejido en flotación, en agitación constante, a temperatura ambiente (a 
menos que se especifique lo contrario). ASB, albúmina de suero bovino. 
1. Este paso se realizó a 4º C; 2. Estos pasos se realizaron en oscuridad.
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secundarios utilizados fueron obtenidos de casas comerciales, y sus características se detallan en la 
Tabla 7.4. 

La imágenes fluorescentes fueron obtenidas en un microscopio confocal Zeiss LSM710 
(Oberkochen, Alemania). Los parámetros de visualización (intensidad del láser, ganancia, digital offset y 
apertura confocal) fueron ajustados manualmente primero en los tejidos obtenidos del grupo control y 
después usado en el resto de los grupos. Para el conteo de las células gliales de la sustancia gris ventral 
se obtuvieron imágenes de rebanadas ópticas cada 2.5 µm hasta abarcar el grosor completo del tejido 
con un objetivo 20X. Estas imágenes estuvieron compuestas por dos canales: verde para GFAP/FITC y 
rojo para Iba1/AlexaFluor 647. Se obtuvieron proyecciones de máxima intensidad off-line con el 
programa FIJI (Schindelin et al. 2012). 

Conteo de células gliales off-line 
Se obtuvo una imagen compuesta en formato .lsm por cada lado (ipsilateral y contralateral) de 

cada rebanada de tejido de médula espinal. Al menos 3 rebanadas fueron analizadas por animal, de 5 
animales por grupo. Puesto que observamos que en el sitio de inserción de la cánula induce 
astrogliosis (aunque no microgliosis), incluso en los grupos control, sólo se analizaron los datos 
obtenidos del lado contralateral.  

TABLA 7.4. CARACTERÍSTICAS DE LOS ANTICUERPOS UTILIZADOS

Blanco (no. de catálogo) Isotipo, clonalidad Especie de origen Especies blanco Dilución

Anticuerpos primarios1

SIRT1 IgG1, monoclonal Ratón Rata, ratón, 
humano 1:50

MAP2 (microtubule associated 
protein) IgY, policlonal Pollo Rata, ratón, 

humano 1:1000

GFAP (glial fibrillary acidic 
protein) IgY, policlonal Pollo Rata, ratón, 

humano 1:1000

Iba1 (ionized calcium-binding 
adapter molecule 1) IgG1, monoclonal Conejo Rata, ratón, 

humano 1:500

Anticuerpos secundarios2

IgG, conjugado con 
AlexaFluor 647 IgG, policlonal Burro Conejo 1:200

IgY, conjugado con FITC 
(fluorescein isothiocyanide) IgG, policlonal Cabra Pollo 1:200

IgG, conjugado con FITC IgG, policlonal Cabra Ratón 1:200

1. Todos los anticuerpos primarios fueron obtenidos de Abcam (Cambridge, Reino Unido); 2. Todos los anticuerpos 
secundarios fueron comprados de Life Technologies (Waltham, MA, EUA).
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Para realizar el conteo automatizado de las partículas positivas al inmunomarcaje con GFAP y con 
Iba1, interpretadas como astrocitos y células microgliales respectivamente, se diseñó un macro en 
lenguaje de programación Java compatible con Image J (Schneider et al. 2012). Este macro instruía a 
FIJI que abriera los archivos de las imágenes .lsm, que separara los canales (como se describió arriba, 
verde para GFAP y rojo para Iba1) y que creara y guardara imágenes compuestas con profundidad de 
16 bits en formato TIFF, en carpetas separadas (una para GFAP y otra para Iba1). Luego, estas 
imágenes TIFF fueron sometidas a empalmes en Z, suavizado y aplicación automática de umbral con el 
método Max Entropy. Se crearon versiones binarias de cada empalme de las imágenes TIFF y se realizó 
el análisis automatizado de las partículas. Para el caso de los astrocitos se contaron partículas positivas 
a GFAP >10 μm2 y para el caso de las células microgliales se contaron partículas positivas a Iba1 >19.5 
μm2. Este tamaño fue elegido con base en el perfil del histrograma de frecuencias de las partículas 
mostrado por la herramienta Analyze particles de FIJI. Además, un investigador cegado a los resultados, 
realizó un conteo manual independiente de una muestra de las imágenes obteniendo resultados 
comparables a los del conteo automatizado.  

El macro también fue diseñado para obtener el área de tejido fotografiado usando las imágenes 
TIFF del canal verde (FITC/GFAP). Estas imágenes fueron empalmadas en Z, suavizadas y se les aplicó 
el método automático de umbral Moments. Luego, el área completa de la imagen fue cuantificada con 
la herramienta Measure. El número de partículas por área (expresado como μm2 × 105) fue usada para 
calcular las medidas de tendencia central y de dispersión de cada animal. 

Análisis estadístico 
Todas las pruebas estadísticas fueron realizadas en el programa GraphPad Prism versión 5.0 (La 

Jolla, CA, EUA). En todos los casos se obtuvieron parámetros de estadística descriptiva (expresadas en 
el texto y en las gráficas como la media ± error estándar de la media). Posteriormente, los grupos de 
datos fueron sometidos a la prueba omnibus de D’Agostino-Pearson de bondad de ajuste a la 
normalidad, con α fijado a 0.05. En todos los casos se rechazó la hipótesis nula, por lo que sólo se 
aplicaron pruebas paramétricas para los análisis subsecuentes.  

Para los datos obtenidos de las tareas conductuales (tiempo para caer y fuerza de empuje 
normalizada) se realizó análisis de la variancia (ANOVA) de dos vías (tiempo de infusión en días y tipo 
de tratamiento), con α fijado a dos colas de 0.05. Para detectar diferencias entre grupos y tiempos de 
infusión, se aplicó la prueba de comparaciones múltiples de Bonferroni o de Tukey, según se indique. 
Para los datos obtenidos del conteo de NMs y del conteo de células gliales se realizó ANOVA de una 
vía (tipo de tratamiento), con α fijado a dos colas de 0.05. Para detectar diferencias entre grupos de 
tratamiento, se aplicó la prueba de comparaciones múltiples de Tukey. Un valor p<0.05 se consideró 
estadísticamente significativo, el cual fue ajustado en caso de que se realizaran comparaciones 
múltiples. 
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8. RESULTADOS 

8.1. EFECTO SOBRE LAS NEURONAS MOTORAS DE LA ESTIMULACIÓN CRÓNICA DE LA LIBERACIÓN DE 
GLUTAMATO ENDÓGENO EN LA MÉDULA ESPINAL IN VIVO 

La infusión crónica de 4AP induce alteraciones en la conducta motora, que son empeoradas por 
bicuculina 

La infusión de 4AP causó alteraciones de la conducta motora en las extremidades pélvicas (o 
traseras) de los animales tratados, que se manifestaron como contracciones y fasciculaciones 
musculares episódicas que aparecían más frecuentemente en la extremidad ipsilateral. Los animales 
parecían estar bajo estrés cuando ocurrían estas alteraciones, puesto que presentaban vocalizaciones, 
acicalaban de manera compulsiva la extremidad afectada, en ocasiones se removían el pelo y 
presentaban accesos de carrera. Estas alteraciones episódicas comenzaron dentro de las primeras 3 a 
5 horas después del implante de la minibomba, duraban unos pocos minutos, tenían una frecuencia 
muy variable (no cuantificada) y frecuentemente eran observados durante o inmediatamente después 
de la prueba de rotarod. Estas alteraciones disminuyeron su frecuencia, duración e intensidad 
progresivamente hasta el día 7 a 10, en los que eran rara vez observados. 

Las alteraciones motoras eran evidentes durante la evaluación con el rotarod como una reducción 
progresiva, aunque transitoria, en el tiempo para caer que fue estadísticamente diferente sólo en el día 
5; no se observaron cambio en la evaluación de la fuerza de empuje, aunque observamos un modesto 
incremente no significativo en la fuera desde el día 10 hasta el día 15 (Figuras 8.1A y B, fila superior). 

La co-infusión de MK801 con 4AP previno casi por completo las fasciculaciones y las 
contracciones musculares inducidas por 4AP, aunque no hubo diferencias estadísticas en los valores 
obtenidos en rotarod y en la fuerza de empuje. Por otro lado, la co-infusión de NBQX parcialmente 
suprimió los efectos conductuales de la administración de 4AP aunque, de manera similar que con 
MK801, los resultados obtenidos en las tareas conductuales fueron similares a los de 4AP (Figuras 
8.1A y B, fila inferior). Las infusiones aisladas de NBQX o de MK801 no resultaron en efectos en la 
conducta motora (datos no mostrados). 

Luego se evaluó el efecto de la infusión de bicuculina para explorar el papel del GABAAR en las 
alteraciones motoras inducidas por 4AP. Los animales tratados con la infusión aislada de bicuculina 
mostraron alteraciones conductuales leves, como acicalado ocasional y lengüetazos en la extremidad 
ipsilateral, y no hubo cambios significativos en los valores obtenidos en las pruebas de rotarod o de 
fuerza de empuje en comparación con el grupo control. La co-infusión de bicuculina con 4AP exacerbó 
la intensidad de las fasciculaciones y la frecuencia del acicalado inducido por 4AP, lo que se acompañó 
de una disminución en el tiempo para caer de rotarod y en una tendencia hacia la reducción en los 
valores de fuerza de empuje en comparación con los valores del grupo tratado sólo con 4AP (Figura 
8.1A y B, fila central). 
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Figura 8.1. Efectos conductuales de la infusión crónica de 4AP en la médula espinal de la rata in vivo. A) 
Resultados del desempeño en rotarod expresados como el tiempo para caer (en segundos) para cada una de 
las condiciones experimentales. Fila superior, la infusión de 4AP causa disminución reversible en el tiempo 
para caer significativamente diferente del Control sólo en el día 5 (*p<0.05). Fila central, el tratamiento con 
bicuculina no resultó en cambios significativos en el tiempo para caer, mientras que la co-infusión con 
4AP+bicuculina produjo una reducción reversible en el tiempo para caer, distinto al Control en los días 5 y 15 
(*p<0.05) y a 4AP en el día 15 (¤p< 0.05). Fila inferior, la co-infusión de NBQX o MK801 con 4AP mejoró 
parcialmente el tiempo para caer, sin ser diferente de los valores del grupo Control o 4AP. B) Resultados de la 
evaluación de la fuerza de empuje de las extremidades traseras normalizado al valor basal (día 0, antes del 
implante de la minibomba osmótica). Fila superior, el grupo Control presentó un incremento gradual, hasta el 
10%, de la fuerza hasta el día 15 en comparación con valores basales, mientras el grupo 4AP también tuvo un 
incremento gradual, aunque no significativamente distinto, de la fuerza (hasta el 30% más) hasta el día 15. 
Fila central, el tratamiento con bicuculina no resultó en cambios en la fuerza en lo 15 días de evaluación, 
mientras que la co-infusión de 4AP + bicuculina resultó en una disminución de la fuerza durante los 15 días 
de tratamiento, que sólo fue significativamente diferente en el día 5 (*p< 0.05 versus Control). Fila inferior, la 
con-infusión de NBQX o de MK801 con 4AP no resultó en cambios en la fuerza. ANOVA de seguida de 
prueba de comparaciones múltiples de Bonferroni en todos los casos.
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Figura 8.3. Micrografías representativas del asta ventral de secciones de médula espinal teñidas con técnica 
de Nissl, en donde se pueden distinguir las NMs (somas neuronales grandes, multipolares, intensamente 
teñidos y con núcleos prominentes), tras 15 días de infusión de los tratamientos indiciados. La fila superior 
muestra imágenes del lado ipsilateral al sitio de infusión, mientras que la fila inferior muestra el lado 
contralateral. Escala 250 μm.

Figura 8.2. Resultados de la cuantificación de NMs de la médula espinal lumbar tras la infusión crónica de 
4AP y de otros compuestos in vivo. La infusión de bicuculina aislada o co-infundida con 4AP redujeron el 
número de NMs de manera similar, mientras que la infusión de 4AP y del resto de los tratamientos mostrados 
no produjo cambios en el número de NMs en comparación con el grupo control. *p<0.001 versus Control; 
ANOVA de una vía seguida de prueba de comparaciones múltiples de Tukey.
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La bicuculina, pero no 4AP, induce degeneración de NMs 
A pesar de los cambios conductuales obtenidos con la infusión de 4AP no encontramos pérdida 

de NMs cuando realizamos la cuantificación en el tejido de la médula espinal mediante tinción de Nissl  
en comparación con el grupo control (20.9±3.1 versus 19.3±4.1 en el lado ipsilateral y 21.8±2.7 
versus 21.1±5.3 en el lado contralateral). Ni NBQX ni MK801, aislados o co-infundidos con 4AP, 
produjeron cambios en el número de NMs. Por el contrario, la infusión de bicuculina causó una 
disminución significativa del ~38% del número de NMs en el asta ventral ipsilateral respecto al valor 
del grupo control (13.1±4.5 versus 20.9±3.1) y una reducción del ~25% en el lado contralateral 
(16.4±4.1 versus 21.8±2.7); esta reducción también alcanzó significancia estadística cuando se 
comparó a los resultados de la infusión de 4AP aislada, aunque sólo en el lado ipsilateral. La co-
infusión de 4AP con bicuculina resultó en una disminución del número de NMs similar a la provocada 
por la infusión aislada de bicuculina (Figuras 8.2 y 8.3). 

La activación crónica de GABAAR con muscimol no previene la parálisis ni la degeneración de NMs 
inducidas por AMPA 

Los resultados previos indican que la infusión de 4AP produce hiperexcitabilidad motora mediada 
por la activación de receptores ionotrópicos de glutamato en la médula espinal in vivo que es 
insuficiente para inducir degeneración de NM. Por el contrario, el bloqueo crónico de GABAAR resulta 
deletéreo. Es por ello que, para evaluar el papel de la inhibición mediada por receptores de GABA en la 
excitotoxicidad mediada por sobreactivación del receptor de glutamato de tipo AMPA, infundimos 
muscimol de manera aislada o en combinación con AMPA. El tratamiento con muscimol provocó 
debilidad muscular severa y persistente en ambas extremidades pélvicas, que en algunos animales se 
manifestó como parálisis sin fenómenos asociados (como autotomía, como sucede en el caso de los 
animales infundidos con AMPA). Este efecto comenzó 1 o 2 días después del implante de la 
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Figura 8.4. Efectos sobre la conducta motora de la infusión crónica de muscimol (MUSC) o de AMPA, 
aislados o en combinación, en la médula espinal in vivo. Izquierda. Resultados del desempeño en rotarod. 
Derecha. Resultados del desempeño en la evaluación de la fuerza de empuje normalizada. El número de 
animales en cada grupo se encuentra indicado en cada caso. *p<0.05 versus control y #p<0.05 versus MUSC; 
ANOVA de dos vías seguida de prueba de comparaciones múltiples de Bonferroni.
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Figura 8.5. Resultados de la cuantificación de NMs de la médula espinal lumbar tras la infusión crónica in vivo 
de MUSC y de AMPA, aislados o en combinación. La infusión por 5 días de AMPA y de AMPA + MUSC 
resultó en una reducción significativa del número de NMs sanas, mientras que 15 días de infusión de MUSC 
no modificó el número de NMs en comparación con el grupo control. *p<0.01 versus control; ANOVA de una 
vía seguida de prueba de comparaciones múltiples de Tukey.

Figura 8.6. Micrografías representativas del asta ventral de secciones de médula espinal obtenidas tras 15 
días de infusión de MUSC o tras 5 días de infusión de AMPA y de AMPA + MUSC. La fila superior muestra 
imágenes del lado ipsilateral al sitio de infusión, mientras que la fila inferior muestra el lado contralateral. 
Escala 250 μm.
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minibomba osmótica y progresivamente disminuyó durante los 15 días de tratamiento, aunque nunca 
alcanzó recuperación completa con conducta similar a la del grupo control. Estas alteraciones motoras 
resultaron en reducciones significativas en el tiempo para caer de rotarod en los días 3, 4 y 5 (Figura 
8.4, izquierda), así como reducciones significativas en la fuerza de empuje en los días 3, 4, 5 y 10 
(Figura 8.4, derecha). 

Como se ha descrito previamente (Tovar-y-Romo et al. 2007), en este trabajo observamos que la 
infusión crónica AMPA causó parálisis gradual e irreversible de las extremidades pélvicas de todos los 
animales tratados, que se relacionó en las pruebas conductuales con una disminución progresiva y 
sostenida del tiempo para caer de rotarod y de la fuerza de empuje. La parálisis comenzó en el día 1 en 
la extremidad ipsilateral y empeoró gradualmente hasta el día 5, cuando los animales presentaban 
parálisis completa de ambas extremidades. En este grupo los experimentos fueron detenidos al día 5 
porque los animales ya no podía alimentarse por sí mismos y comenzaron a presentar autotomía de las 
extremidades pélvicas. La co-infusión de muscimol con AMPA provocó parálisis de inicio más 
temprano y más severo en comparación con la provocada por la infusión aislada de AMPA, así como 
reducciones del tiempo para caer y de la fuerza de empuje. Ningún animal en este grupo presentó 
autotomía, en contraste con la infusión aislada de AMPA. Los valores obtenidos en las tareas motoras 
en este grupo fueron significativamente diferentes de los valores de los grupos control e infundido 
sólo con muscimol (Figura 8.4). 

El análisis histológico mostró que la infusión de muscimol provocó una reducción no significativa 
del número de NMs. En contraste, como se esperaba, la parálisis inducida por la infusión de AMPA 
estuvo acompañada de una pérdida casi completa de NMs. La co-infusión de muscimol no modificó la 
degeneración de NMs inducida por AMPA (Figuras 8.5 y 8.6). 

La activación crónica de los receptores de glutamato de tipo NMDA ocasiona debilidad reversible y 
neurodegeneración 

También evaluamos los efectos de la activación crónica de los receptores de glutamato de tipo 
NMDA en la conducta motora y en la histología de la médula espinal. Para ello se infundió NMDA [7.5 
mM] por 15 días. Encontramos que este tratamiento diminuye el tiempo para caer de rotarod desde el 
día 1 y que este efecto se mantiene hasta el día 10, a partir de entonces los valores obtenidos en 
rotarod regresaron al estado basal. Los valores de tiempo para caer fueron significativamente 
diferentes del grupo Control los días 2, 3 y 5 (*p<0.05). En contraste, la fuerza de empuje de las patas 
traseras no presentó cambios significativos, aunque e observó una tendencia a presentar valores de 
fuerza menores en comparación con el Control (Figura 8.7). 

También observamos que el número de NMs sanas fue significativamente menor tras el 
tratamiento con NMDA en comparación con el grupo Control (4.6±1.5 versus 19.3±4.1 en el lado 
ipsilateral y 12.3±1.8 versus 21.1±5.3 en el lado contralateral) (Figura 8.8). 
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8.2. LAS SIRTUINAS COMO MECANISMO PROTECTOR EN UN MODELO DE NEURODEGENERACIÓN DE 

NEURONAS MOTORAS ESPINALES POR EXCITOTOXICIDAD CRÓNICA 

SIRT1 se expresa sólo en las neuronas en la médula espinal 
Realizamos inmunofluorescencia doble en rebanadas de tejido de médula espinal de animales 

intactos para describir la localización celular de la expresión de SIRT1. Observamos que el 
inmunomarcaje para SIRT1 se encuentra ampliamente distribuido en la sustancia gris ventral de la 
médula espinal, en especial en el soma y los núcleos (marcados con DAPI) de células positivas al 
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Figura 8.7. Efectos sobre la conducta motora de la infusión crónica de NMDA en la médula espinal in vivo. 
Izquierda. Resultados del desempeño en rotarod. Derecha. Resultados del desempeño en la evaluación de la 
fuerza de empuje normalizada. El número de animales en cada grupo se encuentra indicado en cada caso. 
*p<0.05 versus control; ANOVA de dos vías seguida de prueba de comparaciones múltiples de Bonferroni.

Figura 8.8. Resultados de la cuantificación de NMs de la médula 
espinal lumbar tras la infusión crónica in vivo de NMDA. La infusión 
por 15 días resultó en una reducción significativa del número de NMs 
sanas. *p<0.01 versus control; ANOVA de una vía seguida de prueba 
de comparaciones múltiples de Tukey.
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inmunomarcaje con anticuerpo anti-MAP2 (que corresponden a neuronas). En células marcadas con 
anticuerpos anti-GFAP (astrocitos) y anti-Iba1 (células microgliales) no se encontró expresión de SIRT1 
(Figura 8.9). 

Cambios en la conducta motora inducidos por la infusión de AMPA, RSV, QCT o EX527 
Para este proyecto utilizamos una concentración menor de AMPA (1 mM) puesto que la 

concentración utilizada previamente (7.5 mM) induce parálisis y neurodegeneración muy rápidamente, 
lo que evitar observar los efectos de los polifenoles estudiados. Este esquema de tratamiento ya había 
sido reportado anteriormente en el laboratorio y los resultados del tratamiento con AMPA 1 mM por 
10 días fueron similares a datos previamente reportados (Netzahualcoyotzi & Tapia 2015). Los 
animales con este tratamiento mostraron parálisis gradual, aunque incompleta, de las extremidades 
pélvicas, que comenzó en la extremidad ipsilateral y posteriormente afectó la extremidad contralateral. 
Este efecto se evidenció como cambios en el rendimiento en las tareas motoras, respecto al grupo 
control, a partir del día 1 y hasta el día de 10 de infusión (Figura 8.10A, panel izquierdo). De manera 
consistente, encontramos que el tiempo para caer en rotarod disminuyó de manera abrupta en los 
primeros tres días (desde 65.0±16.0 segundos en el día 1, hasta 33.5±5.9 segundos en el día 3), y 
luego llegó a un valor meseta de ~57 segundos hasta el final del experimento. Por el contrario, en la 
evaluación de la fuerza de empuje el tratamiento con AMPA no provocó reducciones significativas de 
la fuerza, aunque se observó una tendencia (reducción de ~33%  en el día 5 respecto a los valores 
basales; Figura 8.10A, panel derecho). 

La infusión aislada de RSV (a razón de 10 nm/d) no alteró los resultados de la conducta motora  
respecto al grupo control (datos no mostrados). La co-infusión de RSV, ya sea a 1 nm/d o a 10 nm/d, 
con AMPA 1 mM no previno la disminución en el tiempo para caer de rotarod inducido por AMPA, a 
excepción del día 3 con la infusión de 1 nm/d (p<0.01). Exploramos la potencial contribución de la 
activación de SIRT1 por RSV mediante un inhibidor potente y selectivo de SIRT1, EX527 (Gertz et al., 
2013). Con-infundimos RSV 1 nm/d y AMPA 1 mM con EX527 10 nm/d para asegurar que SIRT1 
permaneciera inhibida. Este tratamiento resultó en un ligero, aunque transitorio, incremento en el 
tiempo para caer de rotarod comparado con AMPA (p<0.05 sólo en los días 2 y 3), pero que de manera 
global no fue diferente de los valores obtenidos con la infusión de RSV 1 nm/d + AMPA (Figura 8.10B, 
paneles izquierdos). No observamos cambios en la fuerza de empuje de manera global, aunque hubo 
diferencias cuando se comparó con los valores del grupo control con los valores obtenidos con la 
infusión de RSV 1 nm/d + AMPA en los días 4 y 7, y con los valor obtenido el día 7 en el grupo RSV 
1nm/d + AMPA + EX527 (Figura 8.10B, paneles derechos). 

La infusión aislada de QCT no indujo reducciones en el tiempo para caer de rotarod o de fuerza 
de empuje durante los 10 días de infusión (datos no mostrados). También encontramos que ambas 
dosis evaluadas, 1 y 10 nm/d, QCT previno la parálisis inducida por AMPA de acuerdo con la 
pevaluación realizada por rotarod; se encontraron diferencias significativas a partir del día 2 de infusión 
y durante los 10 días de tratamiento (p<0.01 versus AMPA para ambas concentraciones). El papel de 
SIRT1 en los efectos mediados por QCT también se estudió con EX527 a 10 nm/d. La co-infusión de 
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EX527 con QCT 1 nm/d + AMPA provocó que el tiempo para caer de rotarod fuese reducido en los 
día 2 y 3, en comparación con los valores del grupo infundido con AMPA (p<0.05). Sin embargo, 
cuando estos valores se compararon con los del grupo QCT 1 nm/d + AMPA no se observaron 
diferencias significativas, aunque se observó una clara tendencia a la reducción en el tiempo para caer 
desde el día 4 hasta el día 10 (Figura 8.10C, paneles izquierdos). En la evaluación de la fuerza de 
empuje la infusión de QCT no resultó en diferencias respecto a los valores obtenidos del grupo control 
o el de AMPA y, de manera similar a lo encontrado con rotarod, se observó una tendencia a valores 
reducidos de fuerza cuando EX527 fue co-infundido con QCT 1nm/d + AMPA (Figura 8.10C, paneles 
derechos). 

La infusión aislada de EX527 no resultó en cambios en el tiempo para caer ni en los valores de 
fuerza de empuje (Figura 8.10D, panel izquierdo). La co-infusión de EX527, a 1 o 10 nm/d, con AMPA 
no provocó incrementos en el tiempo para caer de rotarod respecto a los valores del grupo AMPA, 
aunque se observó que el valor del día 3 era significativamente mayor (p<0.01). No se apreciaron 
diferencias significativas en la evaluación de la fuerza de empuje en ninguno de los grupos estudiados, 
aunque una clara tendencia a valores reducidos de fuerza fue evidente con ambas dosis respecto a los 
valores del grupo control y sólo en un día hubo diferencias significativas (p<0.05 en el día 7) (Figura 
8.10D, paneles derechos). 

Efectos de la infusión de RSV, QCT o EX527 en la degeneración de NMs inducida por AMPA 
Observamos que en el lado ipsilateral a la infusión de AMPA por 10 días, en secciones de médula 

espinal teñidas con la técnica de Nissl, no había NMs; en el lado contralateral, sólo apreciamos una 
pérdida leve de estas neuronas (Figura 8.11A). Cuando realizamos la cuantificación, >90% de las NMs 
habían degenerado en el lado ipsilateral del grupo tratado con AMPA en comparación con el grupo 
control (0.4±0.3 versus 14.1±0.6), mientras que en el lado contralateral quedaban aproximadamente 
60% de las NMs (8.7±1.0 versus 15.0±0.6, p<0.01; Figura 8.12A). 

La infusión aislada de RSV no indujo cambios en la histología de la médula espinal ventral ni en el 
número de NMs. La infusión por 10 días de RSV no previno la neurodegeneración inducida por AMPA 
(Figura 8.11B). La cuantificación de NMs reveló que no hubo cambios, cuando se comparó con los 
valores del grupo AMPA, en el lado ipsilateral (0.9±0.3 para RSV 1 nm/d, y 0.6±0.5 para RSV 10 nm/d) 
ni en el lado contralateral (11.8±0.5 para RSV 1 nm/d, y 11.5±1.9 para RSV 10 nm/d). De manera 
similar, el tratamiento de EX527 en combinación con RSV 1 nm/d + AMPA tampoco provocó cambios 
en la histología de la médula espinal o en el número de NMs en comparación a los resultados 
obtenidos con la infusión aislada de AMPA (0.1±0.0 en el lado ipsilateral y 9.3±0.9 en el lado 
contralateral), aunque estos valores fueron estadísticamente diferentes de aquellos del grupo control 
(p<0.05; Figura 8.12B). 

QCT mejoró los cambios histológicos en la médula espinal (Figura 8.11C) y previno la disminución 
en el número de NMs inducido por AMPA, especialmente en el lado ipsilateral a la infusión (6.4±1.3 
para QCT 1 nm/d + AMPA, y 4.8±1.1 para QCT 10 nm/d + AMPA; p<0.05 en ambos casos). La 
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Figura 8.12. Resultados del análisis cuantitativo de neuronas motoras sanas: A) vehículo (control) o AMPA, B) 
RSV aislado o co-infundido con AMPA y/o EX527, C) QCT aislado o co-infundido con AMPA y/o EX527, y D) 
EX527 aislado o co-infundido con AMPA. El número de animales por tratamiento se encuentra indicado en 
cada caso. *p<0.05 versus control, #p<0.05 versus AMPA y °p<0.05 versus QCT 1 nm/d + AMPA; ANOVA de 
dos vías seguida de prueba de comparaciones múltiples de Tukey.

Figura 8.13. Efecto de la infusión de RSV, QCT o 
EX527 en el número de astrocitos espinal durante 
excitotoxicidad crónica inducida por AMPA. 
Proyecciones de máxima intensidad representativas 
de imágenes por microscopía confocal fluorescente 
de secciones del asta ventral de la médula espinal 
lumbar con inmunomarcaje para GFAP/FITC del lado 
contralateral al sitio de infusión de animales tratados 
durante 10 días con infusión continua de los 
tratamientos indicados. Escala 200 μm.
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adición de EX527 a la infusión de QCT 1nm/d + AMPA provocó una reducción estadísticamente 
significativa en el número de NMs en el lado ipsilateral, en comparación con el valor del grupo QCT 1 
nm/d + AMPA (1.3±0.7 versus 6.4±1.3, p=0.027; Figura 8.12C). 

La infusión aislada de EX527 a razón de 10 nm/d por 10 días resultó en una histología de la 
médula espinal ventral (Figura 8.11D) y en número de NMs similar a los del grupo control (Figura 
8.12D). La co-infusión de EX527 con AMPA provocó cambios histológicos y valores del número de 
NMs similares a los del grupo con la infusión aislada de AMPA (Figuras 8.11D y 8.12D). 

Efectos de la infusión de AMPA, RSV, QCT o EX527 en el número de astrocitos y de células 
microgliales 

El conteo de células gliales en el lado contralateral reveló que el número de partículas GFAP(+) no 
cambia en condiciones control (infusión de vehículo por 10 días) en comparación con los animales con 
cirugía sham (92.3±5.2 versus 101.1±12.9, p=0.85) (Figuras 8.13 y 8.14A, respectivamente). En 
contraste, observamos que el número de partículas Iba(+) se duplicó, aunque no hubo diferencias 
estadísticamente significativas (48.0±14.0 versus 17.4±2.7, p=0.06) (Figuras 8.15 y 8.16D, 
respectivamente). Este cambio era esperado, puesto que la inserción del capilar de vidrio dentro del 
tejido de la médula espinal podría inducir muerte celular y señalización inflamatoria, como ya ha sido 
descrito con previamente con el implante de materiales rígidos en el sistema nervioso de roedores 
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Figura 8.14. Resultados del conteo de partículas GFAP(+) tras la infusión de: A) sham, vehículo (control) y 
AMPA, B) RSV aislado o co-infundido con AMPA y/o EX527, C) QCT aislado o co-infundido con AMPA y/o 
EX527, y D) EX527 aislado o co-infundido con AMPA. El número de animales por tratamiento se encuentra 
indicado entre paréntesis para cada caso. *p<0.05 versus control, #p<0.05 versus AMPA y °p<0.05 versus 
RSV 1 nm/d + AMPA; ANOVA de una vía seguida de prueba de comparaciones múltiples de Tukey.
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Figura 8.15. Efecto de la infusión de RSV, QCT o 
EX527 en el número de células microgliales 
espinales durante excitotoxicidad crónica inducida 
por AMPA. Proyecciones de máxima intensidad 
representativas de imágenes por microscopía 
confocal fluorescente de secciones del asta ventral 
de la médula espinal lumbar con inmunomarcaje 
para Iba1/AlexaFluor 546 del lado contralateral al 
sitio de infusión de animales tratados durante 10 
días con infusión continua de los tratamientos 
indicados. Escala 200 μm.

Figura 8.16. Resultados del conteo de partículas Iba1(+) tras la infusión de: A) sham, vehículo (control) y 
AMPA, B) RSV aislado o co-infundido con AMPA y/o EX527, C) QCT aislado o co-infundido con AMPA y/o 
EX527, y D) EX527 aislado o co-infundido con AMPA. El número de animales por tratamiento se encuentra 
indicado entre paréntesis para cada caso. ns: no significativo; *p<0.05 versus control y #p<0.05 versus AMPA; 
ANOVA de una vía seguida de prueba de comparaciones múltiples de Tukey.
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(Moshayedi et al. 2014). El tratamiento con AMPA también duplicó, en comparación con los valores del 
grupo control, el número de partículas GFAP(+) (171.7±11.1 versus 101.1±12.9; Figuras 8.13 y 8.14A) 
y de partículas Iba1(+) (91.9±17.4 versus 48.0±1.4, Figuras 8.15 y 8.16A). 

La infusión aislada de RSV, a 10 nm/d, no produjo cambios en comparación con el grupo control 
en el número de partículas GFAP(+) ni Iba1(+). El incremento en el número de partículas GFAP(+) 
inducido por AMPA fue prevenido por el tratamiento con RSV a 10 nm/d (171.7±11.1 versus 
110.1±8.3, p=0.03; Figuras 8.13 y 8.14B); en contraste, el incremento de partículas Iba1(+) inducido 
por AMPA no fue alterado por RSV (87.8±14.2 para RSV 1 nm/d y 61.6±18.2 para RSV 10 nm/d 
versus 91.9±17.4, p=0.99 y p=0.59, respectivamente; Figuras 8.15 y 8.16B). La infusión de EX527 con 
RSV 1nm/d + AMPA previno el incremento del número de partículas GFAP(+) inducidos por AMPA 
(p<0.05 versus AMPA y versus RSV 1nm/d + AMPA), aunque no así con el número de partículas 
Iba1(+), aunque se observó una tendencia hacia la reducción. 

La infusión aislada de QCT no causó cambios, en comparación con los valores del grupo control, 
en el número de partículas GFAP(+) (85.1±4.0 versus 101.1±12.9, p=0.97) ni Iba1(+) (57.4±14.4 
versus 48.0±1.4, p=0.87). La infusión de QCT evitó el incremento en el número de partículas con 
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Figura 8.17. Resultados del efecto de la infusión crónica de butirato de sodio en la excitotoxicidad 
ocasionada por AMPA. A) La co-infusión de butirato con AMPA no evitó la disminución en el tiempo para 
caer inducido por AMPA. Como comparación se muestran los mismos datos de los animales tratados con 
AMPA y del grupo Control (Figura 8.10A). *p<0.05 versus control; ANOVA de dos vías seguida de prueba de 
comparaciones múltiples de Bonferroni. B) El tratamiento combinado de butirato y AMPA tuvo una pérdida 
casi completa de NMs en el lado ipsilateral. Por su parte, la infusión aislada de butirato no provocó ningún 
cambio en el número de NMs. Como comparación, se muestra el número de NMs del grupo Control (Figura 
8.12A); *p<0.05 versus control y #p<0.05 versus butirato; ANOVA de una vía seguida de prueba de 
comparaciones múltiples de Tukey.
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inmunomarcaje glial inducido por AMPA, aunque sólo a 1 nm/d (109.8±4.5 versus 171.7±11.1 para 
partículas GFAP(+), p=0.018, Figuras 8.13 y 8.14C; y 46.3±7.1 versus 91.9±17.4 para partículas 
Iba1(+), p=0.049, Figuras 8.15 y 8.16C); la dosis de 10 nm/d no tuvo efectos. La adición de EX527 a la 
infusión de QCT 1 nm/d + AMPA no redujo el número de partículas GFAP(+) (118.6±10.1 versus 
109.8±4.5, p=0.99) ni Iba1(+) (p=0.96). 

La infusión aislada de EX527 resultó en un número de partículas gliales similar a los del grupo 
control (75.0±2-8 versus 101.1±12.9, p=0.28 para partículas GFAP(+), Figuras 8.13 y 8.14D; 32.3±2.0 
versus 48.0±1.4, p=0.66 para partículas Iba1(+), Figuras 8.15 y 8.16D). El tratamiento con EX527 
redujo significativamente el número de partículas gliales en condiciones excitotóxicas, sin observar un 
efecto dosis dependiente, y con valores similares a los de condiciones control (p<0.01 para el número 
de partículas GFAP(+) y p<0.05 para el número de partículas Iba1(+)). 

La infusión de crónica de butirato de sodio no previene de la parálisis ni la neurodegeneración 
inducida por AMPA 

Para determinar si el efecto de QCT es inespecífico sobre otras clases de HDACs, estudiamos la 
infusión de butirato de sodio (But), en concentración 20 mM, sólo en combinación con AMPA a lo 
largo de 15 días. Encontramos que la infusión aislada de But no ocasiona cambios en la conducta 
motora (datos no mostrados) ni en el número de NMs en comparación con el grupo Control (17.3±0.9 
versus 14.1±0.6 en el lado ipsilateral, 19.6±0.8 versus 15.0±0.6 en el lado contralateral; p=0.19) 
(Figura 8.17B). 

Los animales tratados con But en co-infusión con AMPA presentaron parálisis gradual e 
irreversible, con valores similares a los tratados con AMPA solo (Figura 8.17A) Sin embargo, sólo se 
observaron diferencias estadísticamente significativas respecto al grupo Control los días 1 al 4. De 
manera similar, hubo una pérdida casi completa de NMs en los animales co-infundidos con But y 
AMPA en el lado ipsilateral (0.1±0.04, p<0.0001 versus el grupo Control), aunque no se observaron 
cambios en el lado contralateral (16.9±2.1, p=0.99 versus el grupo Control).  
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9. DISCUSIÓN 

9.1. LA ESTIMULACIÓN CRÓNICA DE LA LIBERACIÓN DE GLUTAMATO ENDÓGENO EN LA MÉDULA ESPINAL 
IN VIVO NO PROVOCA MUERTE DE NMS 
La excitotoxicidad, un proceso patológico fundamental involucrado en la degeneración de las 

NMs, puede ser provocado mediante la alteración de la fisiología presináptica con dos mecanismos: 1) 
bloqueando la recaptura de glutamato liberado o 2) estimulando la liberación endógena de glutamato. 
Aunque hay evidencia de que el primer mecanismo está implicado en la muerte excitotóxica de las 
ENMs en los humanos (Rothstein et al. 1992), experimentos con modelos animales knock-out del 
transportador de glutamato GLT1 no han establecido causalmente este mecanismos a la degeneración 
de las NMs (Stoffel et al. 2004). Hallazgos realizado en el laboratorio coinciden en que la inhibición de 
la recaptura de glutamato no es un mecanismo relevante de neurodegeneración del SNC de roedores 
in vivo, ya sea de manera aguda (Massieu et al. 1995, Corona & Tapia 2004, Tovar-y-Romo & Tapia 
2006) o crónica (Tovar-y-Romo et al. 2009b).  

En este trabajo utilizamos una estrategia para provocar la liberación de glutamato endógeno a 
través de la infusión crónica de 4AP en la médula espinal, puesto que la perfusión aguda causa 
evidencia conductual de hiperexcitabilidad (fasciculaciones y contracciones musculares) aunque los 
animales estuvieran anestesiados. Sin embargo, dicha perfusión aguda no provoca muerte de NMs 
incluso cuando la concentración de glutamato extracelular era transitoriamente elevada hasta 5 veces 
del valor basal inmediatamente tras la administración de 4AP (Corona & Tapia 2004). Además, estos 
resultados contrastan con observaciones previas en las que la perfusión de 4AP con microdiálisis 
estimula la liberación de glutamato endógeno, actividad ictal conductual y electroencefalográfica y 
muerte neuronal excitotóxica en el cuerpo estriado (Morales-Villagran & Tapia 1996) y el hipocampo 
(Peña & Tapia 1999, 2000) en la rata in vivo. Los efectos de la 4AP en la concentración extracelular de 
glutamato en el hipocampo, por ejemplo, ocurren inmediatamente tras la administración aunque se 
requiere activación persistente (por al menos 60 minutos) de los receptores de tipo NMDA para que 
ocurra muerte neuronal (Ayala & Tapia, 2005). 

Nuestros resultados muestran que, de manera similar a lo que ocurre con la administración aguda, 
el tratamiento crónico con 4AP in vivo no causa muerte de NMs espinales ni parálisis aunque provocó 
hiperexcitabilidad, manifestada como fasciculaciones y contracciones musculares. Aunque no 
determinamos la frecuencia ni la intensidad de estas manifestaciones conductuales, éstas eran lo 
suficientemente importantes para reflejarse en cambios del rendimiento en las tareas motoras: en el 
rotarod como una tendencia a disminuir el tiempo para caer y un discreto aumento en la fuerza de 
empuje de las patas traseras. Ambos cambios alcanzaron su máxima expresión a los 5 días posteriores 
al inicio de la infusión. Tampoco se observaron cambios en el número de NMs tras 15 días de infusión 
continua de 4AP.  

Para confirmar que estos resultados son secundarios al incremento en la neurotransmisión 
glutamatérgica bloqueamos crónicamente los receptores de glutamato de tipo NMDA y AMPA y 
encontramos que este bloqueo evita la aparición de las alteraciones en la conducta motora de manera 
tardía en el experimento (hasta los días 3–5). Por lo tanto, nuestros datos señalan que la 
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neurotransmisión glutamatérgica es aumentada por 4AP en la médula espinal y que este aumento 
explica la hiperexcitabilidad en la conducta observada. La importancia de la transmisión glutamatérgica 
en el control de la excitabilidad de las NMs espinales está bien establecida, ya sea mediada por 
receptores de tipo NMDA (Kudo & Yamada 1987) o AMPA (Pook et al. 1993), aunque estos datos 
provienen de experimentos realizados en preparaciones in vitro. 

De manera interesante, la activación crónica de los receptores de tipo NMDA, mediante la 
infusión de este agonista por 15 días, resulta en disminución en el tiempo para caer de rotarod. 
Asimismo, observamos neurodegeneración de NMs. Esto contrasta con las observaciones realizadas 
previamente en el laboratorio, en el que la exposición de la médula espinal a NMDA mediante 
microdiálisis no precipitó degeneración de NMs (Corona & Tapia 2004). También contrasta con el 
hallazgos presentados en este trabajo, puesto que 4AP provoca la activación de estos receptores, 
como se demostró con la co-infusión con MK801. Estos datos sugieren que las NMs son menos 
susceptibles a la activación sostenida de los receptores de tipo NMDA, en comparación a la activación 
de la actuación de los receptores de tipo AMPA. Esto podría deberse a que se requiere que la 
activación del receptor NMDA ocurra durante periodos más prolongados. Sin embargo, Ionov & 
Roslavteva (2012) reportaron que la aplicación única intratecal de NMDA y bicuculina resulta en 
neurodegeneración en la médula espinal. Otra posibilidad es que los receptores de tipo NMDA en las 
NMs espinales sean menos permeables a Ca2+. En efecto, en rebanadas de médula espinal se observó 
que las NMs son más susceptibles a la activación del receptor de tipo AMPA en comparación con los 
de tipo NMDA y que esto se acompañaba de menores elevaciones en la [Ca2+]i y menor amortiguación 
del Ca2+ en las mitocondrias (Sen et al. 2008). Es decir, el Ca2+ que ingresa por los receptores de tipo 
AMPA tiende a ser acumulado de manera preferencial en las mitocondrias, aunque la base molecular 
de este fenómeno no ha quedado determinado. 

El glutamato endógeno no es el único neurotransmisor liberado por la estimulación provocada 
por 4AP. En efecto, en el laboratorio se ha demostrado que el GABA también es liberado por la 
infusión in vivo de 4AP en el cuerpo estriado (Morales-Villagran & Tapia 1996), en el hipocampo (Peña 
& Tapia 1999) y en la médula espinal (Corona & Tapia 2004). Es por esta observaciones que 
establecimos la hipótesis de que el GABA endógeno, y la consecuente activación de su GABAAR, 
podría servir de contrapeso a los potenciales efectos de la liberación de glutamato endógeno inducida 
por 4AP. Los datos que obtuvimos con el tratamiento con bicuculina demuestran las propiedades 
neurotóxicas para las NMs espinales del bloqueo crónico del GABAAR. Sin embargo, los cambios 
observados, tanto en la degeneración de NMs como en la conducta motora, no fueron tan rápidos ni 
tan severos en comparación con la infusión crónica de AMPA (Tovar-y-Romo et al. 2007). Los datos 
sobre la conducta motora también pusieron de manifiesto que el bloqueo de GABAAR potencia los 
efecto excitadores de 4AP, que esto es insuficiente para aumentar la degeneración de NMs inducida 
por bicuculina. Por tanto, parece que la activación de GABAAR debido a la liberación de GABA 
endógeno estimulado por 4AP no explica la falta de neurotoxicidad del tratamiento crónico de 4AP. 

Este hallazgo fue inesperado, puesto que la activación de GABAAR ha mostrado 
consistentemente ser protectora en modelos de trastornos neurodegenerativos en los que la 
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excitotoxicidad juega un papel un importante (Rudolph & Knoflach 2011). Además, los GABAARs on 
expresados por la NMs espinales (Bohlhalter et al. 1996) y son relevante para ejercer inhibición tónica 
(Castro et al. 2011) y su actividad ha sido implicado en ENMs (Ramírez-Jarquín et al. 2014). En efecto, 
se han reportado varias alteraciones en el control inhibitorio de la excitabilidad sináptica mediado por 
GABA en modelos de ENM, como cambios en la composición de subunidades y afinidad por el ligando 
(Carunchio et al. 2008) y disminución en la expresión de GABAARs (Petri et al. 2003). Estos datos 
sugieren que insuficiente neurotransmisión inhibitoria GABAérgica podría contribuir a la degeneración 
de NMs. Los resultados con bicuculina están de acuerdo con estos hechos y están apoyados por un 
reciente reporte en otro modelo in vivo de muerte excitotóxica de NM inducida por una única 
administración intratecal de NMDA y bicuculina (Ionov & Roslavteva 2012). 

Puesto que la excitotoxicidad implica que hay desbalance en la excitacion y en la inhibición, lo que 
resulta en estimulación excitatoria exagerada, postulamos que restaurando la inhibición a través de la 
sobreactivación farmacológica de los GABAARs, con muscimol, en las NMs podría prevenir la 
degeneración mediada por AMPA. Encontramos que muscimol no disminuye la degeneración 
excitotóxica de NM, aunque previene las contracciones musculares y la autotomía de las patas traseras 
inducidas por AMPA. Adicionalmente notamos que la progresión de la parálisis era más rápida, 
manifestada como descenso más marcado en el tiempo para caer de rotarod y en la fuerza de empuje 
de las extremidades traseras. Es posible que la abrumadora inhibición producida por muscimol induce 
“parálisis funcional” sin afectar la activación de receptores de AMPA ni causar degeneración de NMs. 
Esta conclusión esta apoyada por la parálisis parcial conductual inducida por el tratamiento sólo con 
muscimol. Aunque la duración de la infusión de muscimol fue diferente de la infusión de AMPA + 
muscimol ambos tratamiento son comparables, puesto que no se observó muerte neuronal tras 15 
días de infusión de muscimol, mientras que la pérdida de NMs fue casi completa tras sólo 5 días de 
infusión de AMPA + muscimol. Hasta donde tenemos conocimiento este es el primer reporte de los 
efectos de la activación de GABAAR en la médula espinal in vivo e indica que la neurotransmisión 
inhibitoria es incapaz de prevenir la excitación excesiva causa por la sobreactivación de los receptores 
de glutamato de tipo AMPA. Otra manera de evaluar el papel de la neurotransmisión GABAérgica en 
condiciones de excitación excesiva podría ser mediante la infusión de 4AP y muscimol, aunque 
muscimol sólo añadiría a la activación de GABAARs ya lograda por la liberación de GABA endógeno 
mediada por 4AP y, por tanto, no sería posible distinguir la contribución de la activación de GABAAR 
provocada por esta co-infusión. Estos resultado están de acuerdo con nuestras previas observaciones 
que demuestran que los fármacos que potencian la neurotransmisión GABAérgica no son protectores 
para las convulsiones y la neurodegeneración dependientes de NMDA inducidas por 4AP en el 
hipocampo in vivo (Peña & Tapia 2000) y con la falta de mejoría de la severidad clínica de la 
enfermedad con el uso de fármacos agonistas de GABAAR en pacientes con ELA (Miller et al. 2001). 

Aunque es posible que la estimulación de la liberación de otros neurotransmisores podría ejercer 
efectos protectores en las NMs espinales in vivo (Ramirez-Jarquin et al. 2014) no exploramos esa 
posibilidad. Por ejemplo, aunque se han documentado alteraciones en la neurotransmisión 
dopaminérgicas (Borasio et al. 1998) y en la serotonérgica y dopaminérgica (Bertel et al. 1991) en 
pacientes con ELA hay muy poca evidencia de su papel en la degeneración excitotóxica de NMs. 
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Proponemos que la hiperexcitación producida sólo a través de la modulación directa de los receptores 
(ya sea a través del bloqueo de receptores inhibitorios o activación de receptores excitadores) tiene un 
papel causal en la muerte excitotóxica de las NMs, al menos en modelos in vivo relevantes. En vista de 
todos estos hallazgos, es difícil establecer un modelo unificado de los mecanismos presinápticos de la 
excitotoxicidad mediada por 4AP en el SNC mamífero. Serán necesarias mejores estrategias 
metodológicas para simultáneamente disecar el papel de los muchos (si no es que todos) los sistemas 
neurostransmisores involucrados en los efectos de 4AP. 

9.2. EL EFECTO NEUROPROTECTOR DE QUERCETINA CONTRA LA EXCITOTOXICIDAD CRÓNICA EN LA 
MÉDULA ESPINAL IN VIVO ES MEDIADO POR SIRT1 
La excitotoxicidad es un mecanismo fundamental de neurodegeneración en las ENM. En este 

trabajo hemos ampliado la caracterización de nuestro modelo de muerte de NM por excitotoxicidad 
crónica in vivo. Además de la parálisis y de la pérdida de NMs, hemos demostrado cuantitativamente 
que la infusión de AMPA induce un incremento en el número de células astrogliales y de la microglia, 
es decir, induce astro- y microgliosis. Este hallazgo ya había sido reportado previamente por nuestro 
grupo, pero sólo de manera cualitativa (Tovar-y-Romo et al. 2007). Varios estudios han establecido el 
papel crucial de las células gliales en la degeneración de NMs (para una amplia revisión, véase Lasiene 
& Yamanaka 2011), lo cual será discutido más adelante. 

También, cabe señalar que en este estudio se utilizó una concentración de AMPA menor ([1 mM]) 
puesto que resulta en una pérdida incompleta de NMs y en una progresión más gradual de la parálisis, 
a diferencia de la concentración de AMPA utilizada en estudios previos de nuestro grupo ([7.5 mM]) 
(ref). Esta última concentración provoca muerte de NMs completa y rápida, así como parálisis bilateral 
completa y autotomía de los miembros traseros. Por lo tanto, la concentración [1 mM] nos permitió 
establecer un modelo más cercano al escenario clínico y en donde los potenciales efectos 
neuroprotectores de los fármacos utilizados no fuesen pasados por alto (Netzahualcoyotzi & Tapia 
2015). 

Los polifenoles han surgido como agentes terapéuticos atractivos para varias enfermedades 
humanas, incluyendo el cáncer, síndrome metabólico y neurodegeneración (Ebrahimi & Schluesener 
2012, Upadhyay & Dixit 2015). En el caso de los trastornos neurodegenerativos, varias características 
de estos fármacos los hacen atractivos: su seguridad y tolerabilidad, su capacidad de cruzar la barrera 
hematoencefálica, y su probada efectividad en varios modelos experimentales (Pandareesh et al. 
2015). La efectividad de los polifenoles puede ser explicada porque poseen varios blancos 
moleculares, que incluyen a las sirtuinas y, por supuesto, SIRT1 (Lazo-Gómez et al. 2013, Ayissi et al. 
2014). En este trabajo estudiamos el efecto de dos polifenoles en nuestro modelos de degeneración 
de NMs por excitotoxicidad crónica in vivo, con resultados mixtos. 

Primero, observamos que RSV, un compuesto activador de sirtuinas (CAS), cuyo blanco principal 
reportado es SIRT1 (Kaeberlein et al. 2015), no protegió de la pérdida de NMs ni de la parálisis 
inducida por AMPA. Este fue un resultado no esperado, puesto que numerosos antecedentes reportan 
su prometedor potencial como agente neuroprotector. Por ejemplo, se ha demostrado que RSV 

74



DISCUSIÓN 

previene la muerte neuronal en modelos de neurodegeneración excitotóxica in vitro (Moldzio et al. 
2013, Quincozes-Santos et al. 2014) e in vivo (Wang et al. 2004); en dichos trabajos, la excitotoxicidad 
fue inducida mediante agonistas directos de receptores de glutamato ionotrópicos. Sin embargo, no 
hay estudios que evalúen el potencial efecto neuroprotector de RSV en algún modelo de muerte de 
NMs que se base en la excitotoxicidad como mecanismo primario. 

De la misma manera, pocos estudios han explorado el papel de RSV en modelos experimentales 
de pérdida de NMs. RSV reduce la degeneración espontánea de neuronas corticales in vitro 
transfectadas con hSOD1G93A (Kim et al. 2007) y aumenta la expresión de SIRT1 en neuronas tipo-NM 
transfectadas con hSOD1G93A en cultivo (Wang et al. 2014). In vivo, tres estudios encontraron que RSV 
extiende la supervivencia de ratones transgénicos hSOD1G93A (Han et al. 2012, Mancuso et al. 2014 y 
Song et al. 2014). Estos estudios atribuyeron los efectos protectores de RSV a un aumento de la 
actividad o de la expresión de SIRT1. De manera interesante, ninguno de ellos realizó experimentos 
para corroborar la contribución de SIRT1 en sus hallazgos, por ejemplo, mediante ARN silenciadores 
interferentes, animales knock out condicionales, fármacos inhibitorios o ensayos enzimáticos. Esto 
podría implicar que el efecto de RSV sobre la expresión o actividad de SIRT1 podría ser un 
epifenómeno. En efecto, resultados recientes sugieren que RSV podría no ser un CAS directo (Beher et 
al. 2009) y que otros blancos, como la proteín-cinasa activada por monofosfato de adenosina (AMPK) 
(Dasgupta & Millbrandt 2007), deben ser considerados. También se ha sugerido que los efectos 
neuroprotectores de RSV no están relacionados a la activación de SIRT1 (Tang 2010). 

Las diferencias en los resultados observados entre los estudios previamente comentados y los 
nuestros podrían ser causados por factores metodológicos. La elección de modelo de estudio es crítico 
para la interpretación correcta. Todos los estudios previos utilizaron el modelo de ELA de ratones 
transgénicos hSOD1G93A, mientras que en este trabajo se obtuvieron los resultados de ratas silvestres  
a las que se les indujo excitotoxicidad mediada por AMPA crónica sólo en la médula espinal. También 
es necesario considerar las dosis y el modo de administración de los CAS. En el trabajo de Mancuso et 
al. (2014) el RSV fue administrado a través de una dieta enriquecida en concentraciones tan elevadas 
como 160 mg/kg/día, por 8 a 12 semanas. Song et al. (2014) realizaron administraciones 
intraperitoneales diarias por más de 80 días. Sin embargo, RSV es sujeto a metabolismo de primer paso 
de manera intensa, y tiene muy poca biodisponibilidad (Walle et al. 2004) lo que podría socavar los 
resultados de esos estudios. Nosotros evitamos estos problemas administrando directamente los 
polifenoles (RSV o QCT) directamente en el tejido de la médula espinal, donde el daño excitotóxico 
estaba siendo producido. No obstante, sólo administramos RSV por 10 días, mientras que en los otros 
estudios se utilizó un período más largo. 

Algunas similitudes también son relevantes. Por ejemplo, Mancuso et al. (2014) encontró que RSV 
previene la microgliosis y la astrogliosis inducida por la actividad tóxica del transgen hSOD1G93A, 
mientras que nosotros encontramos que RSV disminuye la astrogliosis inducida por AMPA, aunque no 
la microgliosis. También, este estudio identificó que SIRT1  se expresa en el núcleo y citoplasma de las 
NMs, de manera muy similar a los hallazgos que obtuvimos. Sin embargo, estos autores no 
investigaron si las células gliales expresan SIRT1. Además, los estudios de Song et al. (2014) y de 
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Mancuso et al. (2014) coinciden en que RSV ejerce sus efectos protectores, en última instancia, 
aumentan la actividad respiratoria mitocondrial. En efecto, en el laboratorio se ha reportado con 
anterioridad que la administración de sustratos energéticos detiene las alteraciones en la función de 
los complejos respiratorios inducidos por AMPA en la médula espinal, y que este efecto está asociado 
con un aumento en la supervivencia de las NMs y con una mejoría en el rendimiento en las tareas 
motoras (Santa-Cruz et al. 2016). Estos hallazgos refuerzan la idea que la excitotoxicidad crónica 
mediada por AMPA y la expresión del transgen tóxico hSOD1G93A comparten mecanismos comunes 
que finalmente llevan a la degeneración de NMs. Independientemente de estas cuestiones 
metodológicas, RSV no tuvo ningún efecto neuroprotector en nuestras condiciones experimentales y 
proponemos que las vías moleculares activadas por RSV no con relevantes para proteger las NMs. En 
concordancia, en un estudio reciente se reportó que RSV no protegió a las neuronas hipocampales de 
ratas juveniles tratadas con ácido kaínico (Friedman et al. 2013). 

Después, evaluamos los potenciales efectos de QCT y encontramos que previene de manera 
notoria la parálisis, demostrado como un aumento en el tiempo para caer en la prueba de Rotarod, 
además de provocar un efecto neuroprotector moderado, aunque significativo. No observamos una 
relación dosis-respuesta, aunque los efectos benéficos fueron observados con la dosis más baja (de 1 
nanomola/día). QCT también provocó una disminución de la astrogliosis y de la microgliosis inducida 
por AMPA, pero sólo en la dosis más baja. 

Estudios previos han demostrado que QCT es neuroprotectora contra estímulos excitotóxicos, y 
le atribuyen estos resultados a la capacidad antioxidante de QCT. Por ejemplo, QCT detuvo la muerte 
neuronal y la disfunción mitocondrial causada por NMDA y por ADP con hierro in vitro (Silva et al. 
2008). También, en un modelo de lesión cerebral por isquemia-reperfusión in vivo QCT disminuyó el 
volumen del infarto cerebral, mejoró las deficiencias neuroconductuales y redujo los niveles de nitritos 
y de malonildialdehído, ambos marcadores de estrés oxidativo (Pandey et al. 2011). Sin embargo, en 
estos trabajos no se determinó si QCT es un recolector (scavenger) directo de especies reactivas 
oxidantes (derivada de oxígeno o de nitrógeno) o activa vías moleculares relacionadas a defensas 
antioxidantes. A pesar de estos antecedentes, consideramos que los resultados observados con QCT 
son independientes de su actividad antioxidante. Esta aseveración deriva de estudios realizados en el 
laboratorio, en los que se demostraron que prácticamente no hay especies reactivas de nitrógeno en el 
tejido espinal sometido a excitotoxicidad mediada por AMPA (Santra-Cruz & Tapia 2014) y, de manera 
relevante, que la administración de moléculas antioxidantes clásicas (como el glutatión y el ascorbato) 
directamente a la médula espinal, ya sea de manera aguda (Santa-Cruz & Tapia 2014) o crónica 
(Netzahualcoyotzi & Tapia 2014), no confieren protección a las NMs sometidas al estímulo excitotóxico 
de la administración de AMPA. 

Son escasos los estudios que exploran los efectos de QCT en enfermedades de neurona motora. 
Por ejemplo, se ha observado que la supervivencia de NMs espinales embrionarias de rata es 
incrementada por QCT (Ternaux & Portalier 2002). También, QCT tiene algunos efectos benéficos en 
cultivos de células humanas no neurales obtenidos de pacientes afectados por atrofia espinal muscular 
(Uzunalli et al. 2015) y por ELA familiar por SOD1 mutante (Said Ahmed et al. 2000). En el primer caso, 
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QCT incrementó los niveles del gen SMN 2 (suvival of motor neuron 2) en fibroblastos, mientras que en 
el segundo trabajo se encontró que QCT ejercía un efecto antioxidante en linfocitos. Hasta donde 
sabemos, no hay reportes que estudien los efectos de QCT en ratones transgénicos con hSOD1G93A. 

De manera muy interesante, encontramos en este trabajo que los efectos benéficos de QCT 
fueron parcialmente suprimidos por el inhibidor específicos de SIRT1, EX527. Este resultado sugiere 
que SIRT1 es activado por QCT y que este efecto es responsable, al menos en parte, de la acción 
neuroprotectora de este polifenol. SIRT1 está ampliamente expresada en el sistema nervioso central 
de los mamíferos (Zakhary et al. 2010), especialmente en células neuronales, en sus núcleos y 
citoplasma (Mancuso et al. 2014). Como se mencionó previamente, otros mecanismos distintos a la 
actividad antioxidante de QCT podrían explicar los hallazgos encontrados y, de acuerdo a resultados de 
otros grupos (véase arriba), mecanismos de acción múltiples se han definido actualmente (Kawabata et 
al. 2015). En efecto, la activación del eje SIRT1/AMPK fue el mecanismo por el que se explicó el 
aumento en la viabilidad de neuronas cultivadas infectadas por virus del herpes simple 1 mediado por 
QCT (Leyton et al. 2015). También, en un modelo in vivo de lesión cerebral hipobárica-ipóxica QCT 
detuvo el deterioro cognitivo a través del aumento en la expresión de SIRT1 y la consecuente 
activación del coactivador 1 alfa del receptor gamma del proliferador de peroxisomas activado 
(peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha -PGC1-α), uno de los reguladores 
maestros de la biogénesis mitocondrial (Liu et al. 2015). 

La manera en la que la activación de SIRT1 confiere protección a neuronas susceptibles a 
degenerar es un área que se encuentra bajo investigación activa. Lo que ha quedado demostrado es la 
gran cantidad de vías moleculares en las que SIRT1 se encuentra involucrada, la mayoría posiblemente 
entrecruzadas en una compleja red de señalización que relaciona el estrés metabólico y el energético 
con cambios en la expresión génica a través de modificaciones epigenéticas (por ejemplo, por 
deacetilación de histonas) y modulación de la maquinaria transcripcional (para una revisión amplia del 
tema véase Ng et al. 2015). Dependiendo del modelo y de las condiciones experimentales 
consideradas serán las vías de señalización moduladas por SIRT1. Dada la poca especificidad de los 
polifenoles, las estrategias experimentales que involucran directamente la expresión del gen SIRT1 son 
más adecuadas para su estudio. Por ejemplo, en ratones dobles transgénicos para hSOD1G93A y que , 
además, sobre-expresan SIRT1 de manera específica en el sistema nervioso central se observó una 
supervivencia aumentada; este efecto fue atribuido, en parte, a la activación del sistema de 
chaperonas factor de choque térmico 1/proteínas de choque térmico 70 inducible (Watanabe et al. 
2014). Este hallazgo contrasta con las vías moleculares descritas previamente, por lo que este estudio 
resalta que es inadecuado realizar generalizaciones respecto a los mecanismos de neuroprotección. 

Además, estudiamos los efectos de la inhibición crónica de SIRT1 en nuestro modelos de muerte 
de MNs espinales por excitotoxicidad crónica a través de la infusión del inhibidor EX527. De manera 
interesante, la infusión crónica aislada de este inhibidor no afecta la conducta motora ni induce muerte 
de NMs. Aunque la expresión de SIRT1 en el hipocampo parece ser esencial para la función cognitiva y 
la plasticidad sináptica en roedores (Michan et al. 2010), no hay estudios hasta ahora que investiguen 
el papel de SIRT1 en la fisiología de la médula espinal. Posteriormente, nos preguntamos si la infusión 

77



DISCUSIÓN 

de EX527 empeoraría la parálisis y la muerte de NMs por excitotoxicidad crónica. De manera 
inesperada, no observamos un aumento del déficit conductual ni de la degeneración de NMs. 
Evidencia experimental sólida obtenida de estudios in vitro señala que la excitotoxicidad conduce a 
estrés energético, determinado como disminución en la cantidad de NAD(P)+ (Schuchmann et al. 1999, 
Heinemann et al. 2002). Hay que recordar que NADH es el sustrato utilizado por SIRT1 para realizar su 
actividad catalítica de deacetilación (Feldman et al. 2012). Por tanto, el agotamiento de NAD+ en 
condiciones excitotóxicas resultará en una disminución de la actividad catalítica de SIRT1, lo que 
llevaría a que en neuronas bajo estrés no sea posible activar las vías de señalización promotoras de 
supervivencia dependientes de SIRT1 (demostrado recientemente por Wang et al. 2013).  

No obstante, la actividad de SIRT1 podría resultar en efectos no esperados: el consumo de NAD+ 
en neuronas que ya se encuentran con alta demanda energética podría llevarlas a la activación de vías 
de muerte celular, por ejemplo, a través de la actividad aumentada de la poli(ADP)ribosa polimerasa 
(Martire et al. 2015). De hecho, estudios recientes han señalado que la inhibición de SIRT1 (con 
nicotinamida), o el knock down, podría ser beneficiosa para supervivencia neuronal bajo condiciones de 
excitotoxicidad (Liu et al. 2008, Liu et al. 2009). o de estrés oxidativo (Li et al. 2008). Por lo tanto, 
proponemos que la falta de empeoramiento de la muerte de NMs por EX527 podría deberse a un 
incremento en la disponibilidad de NAD+ para otras vías de supervivencia, como la rescate del estado 
energético celular, como ha sido sugerido en un modelo in vivo de neurodegeneración por priones 
(Zhou et al. 2015). 

Por otro lado, los hallazgos de los efectos de RSV, QCT y EX527 sobre la astroglia y la microglia 
sugieren que su abundancia no está relacionada con la protección neuronal. Esto implicaría que las vías 
moleculares moduladas por estos fármacos operan de manera independiente en NMs y en células 
gliales; esto está en contradicción con los mecanismos propuestos de muerte celular no autónoma 
para explicar la fisiopatología de las enfermedades de neurona motora (Ilieva et al. 2009). 

Los efectos de los polifenoles RSV y QCT en las células gliales han sido abordados previamente 
en otros estudios, aunque su papel en condiciones excitotóxicas no ha sido estudiado 
exhaustivamente. Nosotros observamos que la infusión de RSV, a razón de 10 nanomolas/día, reduce 
sólo el número de astrocitos. En concordancia, Wang et al. (2004) observaron un efecto similar en el 
hipocampo in vivo tras provocar lesión excitotóxica mediada por ácido kaínico, mientras que Gibovan & 
Plamodon (2015) replicaron este hallazgo en un modelo de lesión cerebral por isquemia-reperfusión. 
Estos autores también encontraron que RSV redujo la proliferación y la activación de la microglia, 
aunque nosotros no observamos ese efecto. La infusión de QCT resultó en una reducción en el 
número de astrocitos y de células microgliales, pero sólo en la concentración más baja de 1 nanomola/
día. En contraste con RSV, no hemos identificado otros estudios que exploren los efectos de QCT en 
células gliales bajo condiciones excitotóxicas. Sin embargo, en otro modelos de neurodegeneración, 
QCT previno la activación microglial tras la exposición a 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP+, una 
neurotoxina que provoca degeneración de neuronas estriatales y parkinsonismo) in vitro (Bournival et 
al.  2012), mientras que en un modelo de la enfermedad de Huntington in vivo, inducido por a 
administración de ácido 3-nitropropiónico, QCT redujo la proliferación microglial, aunque no afectó el 
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número de astrocitos (Chakraborty et al. 2014). Nosotros observamos que este efecto no se producía 
con la dosis de 10 nanomolas/día, lo que parece ser contradictorio. Como se mencionó previamente, 
QCT tiene numerosos mecanismos de acción (Kawabata et al. 2015) y algunos de los efectos 
benéficos observados en la microglia (y en las NMs) en la dosis menor podrían haberse perdido debido 
a que otro blanco molecular estaba siendo preferentemente modulado. 

De manera inesperada, los aumentos en el número de las células astrogliales y microgliales 
inducidos por AMPA fueron completamente suprimidos por el tratamiento con EX527. No se han 
realizado estudios que investiguen los posibles efectos de este fármaco en células gliales, hasta donde 
tenemos conocimiento, y los pocos estudios realizados sugieren un efecto contrario. Por ejemplo, 
Cheng et al. (2014) encontraron que la actividad de SIRT1 induce un fenotipo anti-inflamatorio en 
astrocitos en cultivo a través de un aumento en la actividad de SOD2 y de la catalasa. Respecto a la 
microglia, se ha observado que la deficiencia en la expresión de SIRT1 promueve un fenotipo pro-
inflamatorio a través de una aumento de la transcripción de interleucina 1-β (Cho et al. 2015). Además, 
SIRT1 es fundamental para evitar la muerte neuronal por el péptido relacionado al amiloide β inducida 
por la microglia a través de reducir la señalización del NF-κB. 

Finalmente, corroboramos que el efecto benéfico de QCT era debido a la activación de SIRT1 y 
no a la inhibición de otras HDACs. En efecto, las HDACs parecen estar involucradas en las 
fisiopatología de la ELA. Un estudio con tejido post-mortem de pacientes con ELA reportó que la  
expresión de HDAC2 disminuye y de HDAC11 aumenta en la médula espinal (Janssen et al. 2010), 
mientras que un ensayo in vitro las mutaciones en TDP-43, en asociación con FUS, parecen aumentar 
la expresión de HDAC6 (Kim et al. 2010). Encontramos que la inhibición de las HDACs clásicas con un 
inhibidor no específico, el butirato de sodio, no protege de la muerte neuronal ni de la parálisis 
inducida por excitotoxicidad crónica. Esto está de acuerdo con resultados en el ratón transgénico 
hSOD1G93A en los que la inhibición farmacológica de las HDACs de clase II no modificó la esperanza 
de vida, a pesar de que incrementó la expresión de los transportadores de glutamato EAAT2 (Lapucci 
et al. 2017) y que mejoró el rendimiento en las tareas motoras en las fases iniciales de la enfermedad 
(Buonvicino et al. 2018). Sin embargo, la administración a ratones transgénicos de tricostatina A, un 
inhibidor inespecífico y potente, resultó ser protector (Yoo & Ko 2011), así como el valproato, otro 
inhibidor inespecífico, en cultivos neuronales sometidos a excitotoxicidad mediada por glutamato 
(Nagańska et al. 2015). Estos resultados contradictorios podrían indicar que la inhibición de las clases I 
y IV es la responsable de la neuroprotección. En efecto, la HDAC11, el único miembro de la clase IV, es 
la HDAC mas expresada en el sistema nervioso (Broide et al. 2007) y su expresión aumenta en 
pacientes con ELA (Janssen et al. 2010). En contraste, os ratones knock-out de HDAC11 son viables y 
no presentan fenotipos deletéreos obvios (Bryant et al. 2017). Sin embargo, hasta donde tenemos 
conocimiento, no se ha estudiado el papel de esta deacetilasa en la degeneración de las NMs espinales 
en modelos experimentales de ELA. 
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Para la primera parte del proyecto, en la que se exploró el efecto de la administración crónica de 
4AP in vivo, se concluyó que: 

I. Estimular crónicamente la liberación de glutamato endógeno no precipita degeneración de 
neuronas motoras en la médula espinal, pero estimula hiperexcitabilidad.  

II. La hiperexcitabilidad secundaria a la liberación de glutamato endógeno depende de la 
activación de receptores de tipos NMDA y de tipo AMPA. 

III. La sobre-activación crónica del receptor de tipo NMDA, así como el bloqueo de la inhibición 
mediada por el receptor GABAA, provocan excitoxicidad en las neuronas motoras de la 
médula espinal, aunque estas neuronas son menos susceptibles a estos estímulos. 

IV. La sobre-inhibición, mediada por el receptor GABAA, no contrarresta la neurodegeneración 
excitotóxica mediada por AMPA, por lo que parece no ser un blanco terapéutico para las 
enfermedades de neurona motora. 

Para la segunda parte del proyecto, en la que se exploró el efecto de la administración de 
polifenoles en la médula espinal in vivo, se concluyó que: 

I. SIRT1 se expresa exclusivamente en las neuronas de la médula espinal y, por tanto, los 
efectos de su activación son dependientes de este tipo celular.  

II. Quercetina, pero no resveratrol, protege a las neuronas motoras de la excitotoxicidad 
mediada por AMPA a través de la activación de SIRT1.  

III. La activación de SIRT1 podría constituir una estrategia terapéutica para las enfermedades de 
neurona motora. 

IV. La abundancia de los astrocitos y de la microglia, no está relacionada con la protección de las 
neuronas motoras ejercida por la modulación de la actividad de SIRT1. 

V. La inhibición de las HDACs clásicas no previene de los efectos negativos de la excitotoxicidad 
mediada por AMPA.  
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Dados los hallazgos en los mecanismos neuroquímicos de los efectos de la liberación de 
glutamato endógeno y la modulación de los receptores responsables de la inhibición y de la excitación 
de las NMs en la médula espinal, propongo estas perspectivas: 

I. Determinar el papel de otros neurotransmisores que podría haber sido liberados por la 
administración de 4AP en la susceptibilidad de la NMs a sufrir muerte por excitotoxicidad. De 
manea particular, la serotonina modula de manera muy relevante la excitabilidad de las NMs y 
uno de sus receptores, el 5HT–3, además es ionotrópico excitatorio. 

II. Estudiar la expresión de receptores metabotrópicos de glutamato y su rol en la modulación de 
la liberación de neurotransmisor endógeno provocado por 4AP. El tratamiento con 4AP 
provoca cambios reversibles en la conducta motora, apreciables sobre todo en el rendimiento 
en rotarod. La inhibición provocada por los mGluRs podría explicar este fenómeno. 

III. Examinar cambios post-traduccionales o en el nivel de expresión de receptores post-
sinápticos, como NMDA y GABAA. De la misma manera, los cambios en la conducta motora 
en los animales bajo tratamiento crónico con BIC, MUS y NMDA fueron reversibles, lo cual 
podría deberse a modulación en la abundancia o sensibilidad de estos receptores a sus 
ligandos. 

Respecto al segundo proyecto, en donde se observó el efecto neuroprotector de la activación de 
SIRT1, propongo estas perspectivas: 

I. Explorar el potencial efecto neuroprotector de la activación de otras sirtuinas. En especial 
SIRT3 es un candidato atractivo por su rol en la energética mitocondrial y por el papel tan 
importante de la mitocondria en la neurodegeneración inducida por excitotoxicidad. 

II. Explorar otros mecanismos responsables de la neuroprotección mediada por SIRT1. La 
activación de SIRT1 podría conducir a disminución de la concentración intracelular de NAD+. 
Algunas enzimas, como las PARP, utilizan NAD+ como sustrato. Estas enzimas suelen conducir 
a muerte celular bajo condiciones de estrés. Es posible que los efectos benéficos de la 
activación de SIRT1 sean por inhibición de las PARP. 

III. Estudiar cómo cambia la expresión de otras sirtuinas bajo condiciones de excitotoxicidad, 
puesto que esto podría explicar, en parte, los efectos deletéreos de la muerte neuronal 
mediada por AMPA. 
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Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a fatal neurodegenerative disease, characterized
by the progressive loss of motor neurons. The cause of this selective neuronal death is
unknown, but transcriptional dysregulation is recently emerging as an important factor.
The physical substrate for the regulation of the transcriptional process is chromatin, a
complex assembly of histones and DNA. Histones are subject to several post-translational
modifications, like acetylation, that are a component of the transcriptional regulation
process. Histone acetylation and deacetylation is performed by a group of enzymes
(histone acetyltransferases (HATs) and deacetylases, respectively) whose modulation
can alter the transcriptional state of many regions of the genome, and thus may be
an important target in diseases that share this pathogenic process, as is the case for
ALS. This review will discuss the present evidence of transcriptional dysregulation in
ALS, the role of histone deacetylases (HDACs) in disease pathogenesis, and the novel
pharmacologic strategies that are being comprehensively studied to prevent motor neuron
death, with focus on sirtuins (SIRT) and their effectors.

Keywords: amyotrophic lateral sclerosis, neurodegeneration, neuroprotection, transcription dysregulation,

histone deacetylases, sirtuins

INTRODUCTION
Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a fatal neurodegenerative
disease characterized by the death of upper and lower motor
neurons. There are two type of ALS based on the presence of
an identified mutation as a cause of the disease. The familial
type (fALS) is most commonly caused by mutations in the
superoxide dismutase type 1 (SOD1) gene, for which there is
a widely studied transgenic mouse model; however fALS rep-
resents only about 10% of cases. The most common type of
ALS is called sporadic (sALS), but because there are no iden-
tified etiologic factors, validated experimental models lack for
this type of the disease. Nevertheless, disease progression and
pathologic characteristics in both, fALS and sALS, are similar.
Also, in both types of the disease, motor neuron degenera-
tion has been associated with the same mechanisms, such as
glutamate-mediated excitotoxicity, inflammatory events, axonal
transport deficits, oxidative stress and mitochondrial dysfunction
(for recent reviews see Corona et al., 2007; Santa-Cruz et al.,
2012).

Besides these factors, a novel mechanism that may be involved
in motor neuron death and other neurodegenerative diseases is
transcriptional dysfunction, which consists of aberrations of the
molecular machinery that regulates gene expression, especially
at the transcriptional levels through the manipulation of epige-
netic marks (Robberecht and Philips, 2013). These marks are
covalent modifications of the chromatin components, DNA and
histone proteins, carried out by several key enzymes that finely
modulate the status of these marks. Among these marks, histone
acetylation has been characterized as an important mechanism

in the regulation of the opening of chromatin configuration
leading to increased transcription (Kouzarides, 2007). The status
of histone acetylation strongly depends on the activity of histone
deacetylases (HDACs), a widely conserved family of enzymes that
catalyze the removal of acetyl groups from histones and from
other proteins. This family, which includes sirtuins (SIRT), has
been shown to be important for several cellular processes, such
as cell death and stress responses, which makes them attractive
for the study of their pathogenic role and as potential therapeutic
targets (Haigis and Sinclair, 2010).

This paper will review, first the evidence of transcriptional
dysregulation in ALS, then the role of the different members
of the HDACs family in disease pathogeny and as therapeutic
candidates, and finally the role of SIRT and their effectors in ALS.

RELEVANCE OF HISTONE ACETYLATION IN GENE
EXPRESSION
Protein acetylation is an important postranslational modification
that regulates numerous cellular functions, such as microtubule
dynamics and intracellular transport (Hubbert et al., 2002), devel-
opment (Bhaumik et al., 2007), metabolism (Cantó et al., 2009),
and transcriptional regulation through chromatin remodeling
(Kouzarides, 2007).

In eukaryotic cells, including neurons, the genome is orga-
nized through the association of DNA with protein complexes,
an assembly called chromatin. The most abundant proteins are
histones, and these proteins assemble themselves into octamers,
composed of two copies of the histones types H2A, H2B, H3
and H4. Around the octamer, ∼147 bp of DNA is wrapped,
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forming the basic unit of chromatin, the nucleosome. Nucleo-
somes further organize themselves in increasingly complex struc-
tures, all of which are subject to modulation, by changing the
accessibility of the regulatory regions of DNA (such as pro-
moters, enhancers, silencers or insulators) to the transcriptional
machinery, ultimately affecting gene expression (Zhou et al.,
2011). This regulation can be accomplished through covalent
modifications of the chromatin components: in the DNA it occurs
through cytosine methylation and hydroxymethylation, and in
the histones through methylation, ubiquitinylation, sumoylation,
phosphorylation and acetylation of selected aminoacid residues
(Kouzarides, 2007). In general terms, gene expression is directly
proportional the level of histone acetylation; because of this,
the regulation of this postranslational modification is essential
for gene homeostasis. Such regulation depends on two groups
of enzymes: histone acetyltransferases (HATs) and HDACs, and
drastic alterations to this control of gene expression can be delete-
rious, as has been proven in various tumor cell models (Frew et al.,
2009). Therefore, the upregulation of the expression of a given
gene can be accomplished by stimulating the activity of HATs or
by inhibiting the activity of HDACs (Kazantsev and Thompson,
2008). Currently, research on HATs and on their possible pro-
tective effects on neurodegenerative processes is scarce and no
specific activators are known, whereas information on HDACs has
become the subject of many studies (Selvi et al., 2010). Although
histones are not the only target of these enzymes, and in some
instances they are not a target at all, the name HDACs is preserved
for historical reasons. They constitute a family integrated in a
complex network of intracellular signaling participating through
acetylation/deacetylation reactions, with numerous protein sub-
strates and multiple physiological consequences depending on
the protein involved (de Ruijter et al., 2003; Kazantsev and
Thompson, 2008).

EVIDENCE OF TRANSCRIPTIONAL DYSREGULATION IN ALS
There is evidence that transcriptional dysregulation could con-
tribute to, and possibly be the cause of, some neurodegenerative
disorders. This was first proposed for Huntington’s disease (Cha,
2000) and relevant findings have been encountered in exper-
imental in vitro and in vivo models of Alzheimer’s (Robakis,
2003) and Parkinson’s diseases (Yacoubian et al., 2008). In the
case of ALS, there is also evidence of transcriptional dysregula-
tion and alterations in the transcriptome in both the sporadic
(Figueroa-Romero et al., 2012) and the familial (Kirby et al.,
2005) types of the disease. Although the mechanisms and causal
relationships have yet to be elucidated, it has been proposed that
neuronal protein inclusions, such as those formed by mutated
SOD1 or TDP43 (43-kDa transactivator response region (TAR)
DNA-binding domain protein) which have been found in ALS
and in frontotemporal dementia, could cause their toxicity by
acting as surface attractants that sequester vital components of
the transcriptional machinery, as was first proved for huntingtin
(Cha, 2000). For example, in a screening study to identify targets
that disrupt SOD1 aggresome in cultured cells, HDAC inhibition
was shown to prevent aggresome formation (Corcoran et al.,
2004).

Transcription might also be altered indirectly by modifi-
cations of other regulatory components of the transcriptional
process, such as HDAC activity. For example, in a Drosophila
model of polyglutamine neurodegeneration, it was shown that
the upregulation of HDACs can ameliorate neuronal death due
to a selective transcriptional repression of the CGG repeat-
containing gene (Todd et al., 2010). Also, HDAC inhibition
is protective for cultured motor neurons against excitotoxicity,
a mechanism known to be involved in ALS pathophysiology,
due to their ability to modulate gene expression (Kanai et al.,
2004). Hence, although the role of transcriptional dysfunction in
neurodegenerative diseases is still under study, there is increas-
ing evidence for a role of HDACs in the neurodegenerative
processes through the modulation of transcriptional machin-
ery.

HISTONE DEACETYLASES: ROLE OF CLASSES I AND II IN
MOTOR NEURON DEGENERATION
Based on structural, localization and functional criteria, HDAC
superfamily is composed of five classes. First, in the next para-
graphs, we will focus on the “typical” HDACs (11 enzymes,
classified in classes I, IIa, IIb and IV), their distribution and the
evidence of their role in ALS. The role of SIRT (seven enzymes
that constitute class III or “atypical” HDACs) will be addressed
later.

Class I and II HDACs are Zn2+-dependent enzymes. Class
I include HDAC1, HDAC2, HDAC3 and HDAC8, which are
localized in the nucleus and ubiquitously expressed in mam-
malian tissues (except HDAC8, which is muscle-specific). Broadly
speaking, these enzymes are involved in the regulation of gene-
specific transcription through the formation of stable transcrip-
tional complexes (de Ruijter et al., 2003). Of these, HDAC2 and
HDAC3 seem to have a more important role in the physiology
of the central nervous system. Broide et al. (2007) described the
distribution of 11 HDACs mRNAs in 50 screened areas of the rat
brain, using high-resolution in situ hybridization; HDAC2 and
HDAC3 were widely expressed in all areas, especially those of
the limbic system (amygdala, piriform cortex, olfactory bulb and
hippocampus) and in the granule cell layer of cerebellum, and at
the cellular level were found in neurons and oligodendrocytes. In
a recent report, a similar distribution of HDAC2 was found in
the mouse brain, as well as a moderate expression in primary
and secondary motor cortices, and Rexed’s laminae 4–9 of the
cervical spinal cord (where motor neurons reside). Again, HDAC2
was noted only in neurons and oligodendrocytes, within the
nucleus (Yao et al., 2013). Due to their ubiquitous expression in
brain and spinal cord, these HDACs have also been implicated
in ALS. Janssen et al. (2010) found in ALS patients that HDAC2
expression was upregulated in motor cortex (in layers III–V, where
upper motor neuron are located) and in spinal cord grey matter,
particularly in the nuclei of motor neurons; they interpreted
this result as a protective role of HDAC2 in ALS pathogenesis,
although the mechanisms of this effect were not detailed. Regard-
ing this issue, in an in vitro study Kernochan et al. (2005) reported
that HDAC inhibition increased promoter activity of the survival
motor neuron 2 gene, and this was associated with HDAC2
levels.
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Class IIa –HDACs 4, 5, 7 and 9– shuffle between the nucleus
and the cytoplasm, and their substrates have not been defined;
they have histone deacetylase activity only by interacting with
HDAC3 (de Ruijter et al., 2003). HDAC4 and 5 expressions were
high in all screened areas, and their locations mimic that of class I
HDACs (Broide et al., 2007).

Class IIb is composed of HDAC6 and HDAC10. Again,
HDAC10 substrates have not been defined, but it is known that
it associates with HDAC3 (de Ruijter et al., 2003). HDAC6 is an
unusual enzyme, in the sense that it has two catalytic domains
and functions in the cytoplasm where it deacetylates α-tubulin
and alters microtubule stability (Hubbert et al., 2002). Further-
more, inhibition of this enzyme stimulates autophagy and the
proteasome system in a Drosophila model of spinal muscular
atrophy (a neurodegenerative disease of spinal motor neurons)
resulting in increased survival (Pandey et al., 2007). In the rat
brain, its expression is low (Broide et al., 2007) and no changes
were noted in ALS patients (Janssen et al., 2010). Nevertheless,
evidence of the role of HDAC6 in ALS is emerging. In a recent
work it was found that TDP43 and fused in sarcoma/translated
in liposarcoma (FUS/TLS), which are proteins that regulate RNA
processing and have been found to be mutated in some cases
of ALS, interact with each other forming a ribonucleoprotein
complex that regulates the expression of HDAC6 through its
mRNA stability (Kim et al., 2010).

Class IV HDAC only member, HDAC11, is localized in the
cell nucleus and is structurally different from the other classes
(Kazantsev and Thompson, 2008). Although its functions are
poorly understood, recent reports indicate that this HDAC is
abundantly and almost exclusively expressed in the mammalian
nervous system, within oligodendrocytes (Liu et al., 2008), and
also plays an important role in the maturation of this cell type (Liu
et al., 2009b). In other study in the rat brain, HDAC11 expression
was found to be ubiquitously distributed, in both neurons and
oligodendrocytes; in fact, this HDAC displayed the highest levels
of expression of all HDACs (Broide et al., 2007). In nervous tissue
of ALS patients, including the ventral horn of the spinal cord, the
nucleus and the cytoplasm of motor neurons showed decreased
HDAC11 mRNA levels (Janssen et al., 2010).

PROTECTIVE EFFECTS OF HDAC INHIBITION
Chen et al. (2012) addressed the role of class I and II HDACs
in an experimental model of acute stroke in rodents. There was
progressive decline of mRNA levels of HDACs 1, 2, 5 and 9 in
cerebral cortex, while HDACs 3, 6 and 11 mRNA levels were
transiently increased. In addition, in an in vitro model of glucose-
oxygen deprivation, they reported that selective inhibition of
HDAC3 and HDAC6 promoted neuronal survival.

Currently there is an ample battery of small-molecule HDACs
inhibitors, that were initially developed to halt cell proliferation
in cancer experimental models; HDACs inhibitors are classified
as hydroxamate-based (vorinostat, valproic acid (VPA), sodium
butyrate, trichostatin A, 4-phenyl butyrate, MC1568 –class II
selective–, and tubucin –HDAC6 specific–), and benzamide-based
(MS275, compound 106). Their potencies and selectivities vary,
but most of them can be considered pan-HDACs inhibitors
(Kazantsev and Thompson, 2008).

Several of these compounds have been studied in the trans-
genic SOD1 mouse model. Trichostatin A induced a modest
improvement in motor function and survival as well as protection
against motor neuron death, axonal degeneration, muscle atro-
phy and neuromuscular junction denervation; these effects were
attributed to reduced gliosis and upregulation of the glutamate
transporter (GLT-1) in the spinal cord (Yoo and Ko, 2011).

VPA is a drug currently in clinical use for other neurological
disorders (such as epilepsy and bipolar disorder) due to its numer-
ous mechanisms of action, including HDAC inhibition (Monti
et al., 2009). VPA was tested in vivo in the transgenic ALS SOD1
mice, where it did not improve survival or motor performance,
but it did improve the acetylation status in the spinal cord through
the restoration of the cAMP response element binding protein
(CREB) levels in motor neurons and slightly prevented motor
neuron death (Rouaux et al., 2007). VPA has already been tested in
ALS patients in one clinical trial, showing no benefits in survival
or in disease progression in doses commonly used to treat epilepsy
(Piepers et al., 2009).

Sodium phenylbutyrate (SPB), another pan-HDAC inhibitor,
was shown to extend survival and motor performance in the
transgenic ALS SOD1 animal model, and these effects were
attributed to an upregulation in the expression of nuclear factor
κB (NF-κB), the active form of the inhibitory subunit of NF-κB
(i-κB) and of beta cell lymphoma 2 (bcl-2) proteins, all involved
in survival and stress responses (Ryu et al., 2005). SPB efficacy
has been tested also in combinations with other agents with
different mechanisms of action, in the same experimental model.
For example, the combination of SPB with riluzole potentiated
the beneficial effects of SPB on survival and motor performance,
although the authors did not address the possible mechanisms
(Del Signore et al., 2009). SPB has also been tested in combination
with an antioxidant agent (AEOL 10150), where it was found that
this combination extended survival more than either treatment
alone (Petri et al., 2006). Finally, it is worth to emphasize that
SPB has already been tested in a phase 2 clinical trial, where
its effects on histone acetylation status, safety and tolerability
were addressed; no toxic effects were noted, and significant
increases were observed in the blood histone acetylation status,
but the therapeutic efficacy of such treatment was not studied
(Cudkowicz et al., 2009).

HISTONE DEACETYLASES: ROLE OF SIRTUINS IN MOTOR
NEURON DEGENERATION
Class III HDACs, also called SIRT, are the most divergent class
from the rest of the family. This class includes seven members
(SIRT1 to SIRT7) with various cellular localizations and pre-
ferred enzymatic targets, but what makes unique this class is the
dependence of nicotine adenine dinucleotide (NAD+) to perform
their catalytic deacetylation and mono-ADP-ribosyl transferase
activities (Michan and Sinclair, 2007). SIRT1, SIRT2, SIRT3 and
SIRT5 have predominant histone deacetylase activity (Haigis
and Sinclair, 2010). SIRT1, SIRT6 and SIRT7 are located in the
nucleus. SIRT1 has a preference for euchromatin and can be
shuttled to the cytoplasm, depending on the cell type and the
developmental stage (Tanno et al., 2007). SIRT6 tends to associate
with heterochromatin and SIRT7 is located in the nucleolus.
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SIRT2 resides mostly in the cytoplasm, having an important role
in regulation cytoskeletal dynamics. SIRT3, SIRT4 and SIRT5 are
mitochondrial (Michan and Sinclair, 2007).

SIRT are named after the silent information regulator 2 (sir2)
gene in yeast. When overexpressed, the product of this gene
extended the lifespan of budding yeast by repressing genomic
instability (Kaeberlein et al., 1999). After that discovery, it was
learned that SIR2-like genes or SIRT are found in most organisms,
where they regulate basic vital functions. In mammals, sirtuin
activation or overexpression do not extend lifespan, but appear
to be involved in the benefits of calorie restriction, are responsive
to environmental stimuli (e.g., daylight and cell stress), and play
important roles in numerous human diseases, such as cancer,
diabetes, cardiovascular disease and neurodegeneration (Haigis
and Sinclair, 2010).

The catalytic deacetylase activity of SIRT is performed on
histones and on other proteins, and this ability place SIRT in a
privileged position to exert their actions on the genome through
direct and indirect pathways. Among the non-histone protein
substrates, the peroxisome proliferator-activated receptor gamma
coactivator 1 alpha (PGC1-α; Cantó and Auwerx, 2009) and the
forkhead box O3a (FoxO3a) transcription factor (Zhao et al.,
2011b) are two of the most studied, and their relation to ALS will
be discussed below. Also, SIRT play an important role as cellular
energy sensors (Smith et al., 2000), due to their dependence on
NAD+ as a substrate (Imai et al., 2000); in humans, SIRT1-
3 and 5 have shown in vitro NAD+-dependent deacetylating
activity (Smith et al., 2000). Therefore, SIRT provide a connection
between cellular energy states and transcriptional control (Li,
2013).

SIRT have a widespread distribution in the mammalian tissues,
including the nervous system. In the mouse, rat and human
CNS, SIRT1 mRNA localization was found to be ubiquitous and
prominent in various tissues (such as all regions of spinal cord,
hippocampus, basal ganglia, brain stem and cerebellum); SIRT1
expression is confined to the neuronal nucleus in parvalbumin
(GABAergic) and tyrosine hydroxylase (dopaminergic) neurons
(Zakhary et al., 2010). SIRT1 expression was increased in cerebral
cortex (especially in the pyramidal cell layer), hippocampus,
thalamus and spinal cord in symptomatic SOD1 G93A mice, but
spinal motor neurons were not studied in detail; these changes
were interpreted as a stress response to the neurotoxic form of
SOD1 (Lee et al., 2012).

PROTECTIVE EFFECTS OF SIRTUINS ACTIVATION
In contrast to other HDACs, the activity of SIRT in the CNS
results in neuroprotection. Among the agents with protective
action are the polyphenols (vegetal compounds that serve hor-
monal and protective function in these organisms), particularly
resveratrol, which is present in grapes and in red wine, and
SRT1720, a synthetic compound derived from resveratrol. These
compounds activate selectively both SIRT1 and SIRT2, whereas
activators of the remaining SIRT have not yet been described
(Kazantsev and Thompson, 2008).

There is a paucity of studies that address SIRT role in ALS
pathology. In primary cortical cultures of transgenic SOD1 G93A
mice, resveratrol protected against neuron death, and this pro-

tection was due to the activation of SIRT1 (Kim et al., 2007).
In agreement with these results, in another in vitro study of
SOD1 G93A murine motor neurons, it was found that SIRT1
expression was downregulated, and resveratrol prevented neu-
ronal death (Wang et al., 2011). However, the neuroprotection
exerted by resveratrol may be due to the stimulation of the
activities of other enzymes such as AMP protein kinase (Dasgupta
and Milbrandt, 2007). In our laboratory we have recently found
that the administration of resveratrol directly in the lum-
bar spinal cord in rats delays the progress of motor deficits
induced by chronic AMPA (α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazol-propionate) infusion in the lumbar spinal cord (Lazo-
Gómez and Tapia, in preparation, an in vivo model of excitotoxic
motor neuron death (Tovar-y-Romo et al., 2007).

The downstream effectors of SIRT that confer protection in
neurodegenerative settings are beginning to be elucidated. For
example, in a transgenic mouse model of Huntington’s disease,
SIRT1 overexpression exerted its beneficial effects through the
deacetylation of FoxO3a and p53 (Jiang et al., 2012). This relation
has not been explicitly addressed in ALS experimental models, but
there is evidence of the role of SIRT1 effectors in motor neuron
death. FoxO3a is a transcriptional factor involved in determining
cell fate (survival or apoptosis) in stressful situations, such as star-
vation and oxidative stress. It has been shown that SIRT1 modu-
lates FoxO3a activities through the deacetylation of specific lysine
residues, resulting in activation or inhibition, and this depends
on the deacetylated lysine position or on FoxO3a cellular location
(nucleus or cytoplasm) (Eijkelenboom and Burgering, 2013). In
an in vitro study of motor neuron death induced by several
insults (excitotoxicity, the overexpression of mutant SOD1, of
mutant p150glued or of poly-glutamin expanded androgen recep-
tor), targeted expression of FoxO3a to the nucleus (where it
can modulate the transcription of its target genes) by genetic
or pharmacologic means prevented neuron death (Mojsilovic-
Petrovic et al., 2009). This is in contrast with other in vitro studies,
where motor neuron cultures deprived of trophic support were
found to overexpress Fas ligand (FasL), due to FoxO3a translo-
cation to the nucleus, thus resulting in cell death (Barthélémy
et al., 2004). The reason for this discrepancy is not clear, but it
could be due to differences in the death process triggered by the
various insults used, which might be regulated in different ways by
FoxO3a.

Another well studied SIRT1 effector is PGC1-α, a transcrip-
tional coactivator involved in the modulation of the responses
necessary to overcome cellular energetic deficiencies, such as the
stimulation of mitochondrial biogenesis and the respiratory rate,
and the increase of the uptake and metabolism of energy sub-
strates. SIRT1 physically interacts with, deacetylates and activates
PGC1-α (Cantó and Auwerx, 2009). It has been shown that
PGC1-α plays a role in ALS pathology, because decreased mRNA
and protein levels of this coactivator were found in both trans-
genic mice and in patients with the sporadic form of the disease,
in muscle and in spinal cord tissues (Thau et al., 2012). Moreover,
PGC1-α may play a therapeutic role, as shown by two studies in
the transgenic mouse model. Zhao et al. (2011a) used a targeted
overexpression of PGC1-α in neurons of SOD1 transgenic mice,
which modestly increased survival and significantly improved
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motor performance; these changes were due to the restoration
of mitochondrial activities. This is in contrast to the findings of
other study in a double transgenic mouse overexpressing PGC1-α
and mutant SOD1 in all tissues, showing that survival was not
increased albeit motor performance improved and motor neuron
loss was ameliorated. An augmentation of the excitatory amino
acid transporter protein 2 (EAAT2) in astrocytes was noted in
the double transgenic, suggesting that PGC1-α could exert its
beneficial effects through other mechanisms (Liang et al., 2011).
Regarding other sirtuin isoforms, such as SIRT3, a mitochondrial
sirtuin, Song et al. (2013) showed, in primary spinal motor
neuronal cell cultures of transgenic SOD1 G93A mice, that the
overexpression of SIRT3 and of PGC1-α protected against mito-
chondrial fragmentation and neuronal cell death, although the
authors did not demonstrate the relation between SIRT3 and
PGC1-α.

These findings indicate that sirtuin activation protects against
motor neuron degeneration, although some findings in different
experimental models suggest that activators may protect through
other mechanisms (Tang, 2010) or even that sirtuin inhibition
may be protective. For example, in a model of brain ischemia
sirtuin inhibition through nicotinamide administration conferred
neuroprotection by preserving NAD+ cellular levels (Liu et al.,
2009a).

CONCLUSION
The opportunities for a really effective therapy for ALS are
scarce, and therefore HDAC inhibition and sirtuin activation
merit further investigation. Studies on the modification of the
activity of these enzymes in in vitro and in vivo experimental
models of neurodegeneration, including ALS, have given valuable
information suggesting potential therapeutic opportunities for
this disease. Nevertheless, the mechanisms underlying such effects
are poorly understood and their clarification is necessary for
designing more specific and potent treatment strategies. Accu-
mulated evidence on sirtuin activation has provided valuable
information about the molecular pathways that could be relevant
to halt motor neuron degeneration, such as those related to
cellular energetic state and PGC1-α. Not all types of HDACs
have been evaluated in ALS models and the effects, toxicity,
dosage, timing, and mode of administration of specific drugs
that inhibit HDAC or activate SIRT have not been established.
Of note is the fact that the most widely used model of ALS in
which these strategies have been studied is the transgenic rodent
with mutations in the human SOD1 gene, but this represent
only about 2% of all ALS cases. Novel experimental models of
motor neuron degeneration in vivo are clearly needed before
safely moving these drugs to clinical trials for a disorder that
has proved recalcitrant to all, past and current, therapeutic
procedures.
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Motor neuron (MN) degeneration is the pathological hallmark of MN diseases, a

group of neurodegenerative disorders clinically manifested as muscle fasciculations

and hyperreflexia, followed by paralysis, respiratory failure, and death. Ample evidence

supports a role of glutamate-mediated excitotoxicity in motor death. In previous work

we showed that stimulation of glutamate release from nerve endings by perfusion of

the K+-channel blocker 4-aminopyridine (4-AP) in the rat hippocampus induces seizures

and neurodegeneration, and that AMPA infusion in the spinal cord produces paralysis

and MN death. On these bases, in this work we have tested the effect of the chronic

infusion of 4-AP in the spinal cord, using implanted osmotic minipumps, on motor activity

and on MN survival, and the mechanisms underlying this effect. 4-AP produced muscle

fasciculations and motor deficits assessed in two motor tests, which start 2–3 h after the

implant, which ameliorated spontaneously within 6–7 days, but no neurodegeneration.

These effects were prevented by both AMPA and NMDA receptors blockers. The role of

GABAA receptors was also explored, and we found that chronic infusion of bicuculline

induced moderate MN degeneration and enhanced the hyperexcitation produced by

4-AP. Unexpectedly, the GABAAR agonist muscimol also induced motor deficits and

failed to prevent the MN death induced by AMPA. We conclude that motor alterations

induced by chronic 4-AP infusion in the spinal cord in vivo is due to ionotropic glutamate

receptor overactivation and that blockade of GABAergic neurotransmission induces MN

death under chronic conditions. These results shed light on the role of glutamatergic and

GABAergic neurotransmission in the regulation of MN excitability in the spinal cord.

Keywords: motor neuron degeneration, excitotoxicity, spinal cord, 4-aminopyridine, glutamate receptors, GABAA

receptor

INTRODUCTION

Motor neuron (MN) degeneration in the spinal cord and/or in the cerebral cortex is the
common pathological hallmark of MN diseases, which include a wide spectrum of heterogeneous
neurodegenerative disorders. The loss of MNs leads to characteristic symptoms: initially
hyperreflexia, muscle fasciculations, fatigue, weakness, cramps and later paralysis, and respiratory
failure. Amyotrophic lateral sclerosis (ALS), spinal muscular atrophy, and spinal and bulbar
muscular atrophy are some examples of MN disorders and, although having a relatively
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low prevalence, they all cause great morbidity and are uniformly
fatal (Tiryaki and Horak, 2014). In spite of extensive research,
no common cause of this selective MN degeneration has been
identified and several hypotheses have been proposed, including
glutamate-mediated excitotoxicity, mitochondrial dysfunction
and energy failure, protein aggregation, endoplasmic reticulum
stress, and RNA metabolism aberrations, among others (Dion
et al., 2009).

Glutamate-mediated excitotoxicity is a key mechanism
in neuronal death in most experimental models of MN
disorders. It is possible to elicit excitotoxic neuronal death by
different mechanisms, including: (1) pharmacological blockade
of glutamate uptake; (2) stimulating endogenous glutamate
release; and (3) overactivation of postsynaptic AMPA and
NMDA types glutamate receptors (Mehta et al., 2013). Previous
work from our group has established the differential efficacy
of these strategies in triggering neurodegeneration in several
regions of the rat nervous system in vivo. We have repeatedly
shown that the infusion of the glutamate transport blocker
pyrrolidine dicarboxylic acid by microdialysis or osmotic
minipumps fails to provoke hyperexcitation and neuronal
degeneration, even when inducing remarkable increases (up to
20-fold) in extracellular glutamate concentration, in the striatum
(Massieu et al., 1995), hippocampus (Peña and Tapia, 1999),
cerebral cortex (Tovar-y-Romo and Tapia, 2006), and spinal
cord (Corona and Tapia, 2004; Tovar-y-Romo et al., 2009a). In
the hippocampus, such increase due to transport blockade may
even paradoxically protect against excitotoxicity due to inhibition
of glutamate release by activation of presynaptic metabotropic
glutamate receptors (Vera and Tapia, 2012).

Conversely, infusing 4-AP in vivo through microdialysis
triggers behavioral and electroencephalographic seizures, as
well as excitotoxic neuronal death, in the rat striatum
(Morales-Villagran and Tapia, 1996) and hippocampus (Peña
and Tapia, 1999, 2000). These effects are caused by a transient
stimulation of the release of endogenous glutamate from
nerve endings and the consequent overactivation of glutamate
receptors, as demonstrated by the potent protective effect of the
NMDA receptor antagonists MK-801 and CPP, and of the AMPA
receptor antagonist NBQX.

4-AP perfusion bymicrodialysis in the lumbar spinal cord also
induced a notable transient (30min) increase in the extracellular
concentration of glutamate as well as motor behavioral effects,
such as fasciculations, twitching and muscle cramps in the
hindlimbs, for up to 2 h, even when the rats were anesthetized,
suggesting a muscular hyperexcitability state analogous to that of
seizures; however, no significant MN degeneration was observed.
In contrast, the microdialysis perfusion of AMPA induced MN
death and hindlimb paralysis (Corona and Tapia, 2004), effects
that were prevented by specific blockers of the Ca2+-permeable
AMPA receptors and by intracellular Ca2+ chelators (Corona
and Tapia, 2007). Since these excitotoxic effects induced by the

Abbreviations: NMDAR, N-methyl-D-aspartate glutamate receptor; AMPAR, α-

amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionate glutamate receptor; GABAAR,

γ-aminobutyric acid type A receptor; 4-AP, 4-aminopyridine; MN, Motor neuron;

ALS, Amyotrophic lateral sclerosis.

microdialysis perfusion occur very rapidly, in less than 12 h, we
developed a different model by chronically infusing drugs during
several days through osmotic minipumps directly in the lumbar
spinal cord tissue in behaving rats (Tovar-y-Romo et al., 2007). In
this chronic experimental setting we showed that chronic AMPA
receptor activation also induces MN degeneration and bilateral
paralysis, while, as previously stated, glutamate uptake blockade
does not cause MN degeneration even with a 12-fold increase
in extracellular glutamate concentration (Tovar-y-Romo et al.,
2009a).

In view of the above results, we considered relevant to
elucidate if the chronic administration of 4-AP through osmotic
minipumps in the spinal cord is also capable of eliciting MN
degeneration and paralysis. We found that this chronic 4-AP
infusion caused motor behavior deficits during several days and
muscular signs of hyperexcitation, but since noMN degeneration
or paralysis occurred we hypothesized that this might be due
to a combined activation of both excitatory glutamatergic input
on MNs and of GABAergic local inhibitory spinal circuits,
whose function as modulators of motor activity has been clearly
established (Martin and Chang, 2012; Ramirez-Jarquin et al.,
2014). In fact, we and others have shown that the stimulatory
action of 4-AP on the release of neurotransmitters is not specific
for glutamate but involves also GABA (Jankowska et al., 1977;
Morales-Villagran and Tapia, 1996; Peña and Tapia, 1999).
Therefore, we also tested the effect of the GABAAR antagonist
and agonist bicuculline and muscimol, respectively, on the
excitotoxic effects of both 4-AP and AMPA. Our results indicate
that chronic alterations of GABAergic neurotransmission are
notably involved in the 4-AP-induced hyperexcitation mediated
by overactivation of glutamate receptors and that may induce
MN death.

MATERIALS AND METHODS

Animals
Adult Wistar male rats (280–300 g) were used in all of
the experiments and were handled in accordance with the
Rules for Research and Health Matters (Mexico) and with
international standards of research animal welfare (including
ARRIVE guidelines), and with approval of the Institutional
Committee for the Care andUse of Laboratory Animals (protocol
approval number RTI21-14). All animals were housed in a
controlled laboratory environment with a 12 h light/dark cycle,
and fed with regular animal chow and water ad libitum. All
surgical procedures were performed under general anesthesia,
and every effort was made to minimize animal suffering during
experimental procedures.

Drugs and Osmotic Minipump Preparation
All drugs were dissolved in isotonic saline solution (SS). Osmotic
minipumps (Alzet model 2004, volume ∼250 µL, flow rate 6
µl/day) were filled with the different solutions containing the
used drugs at the following concentrations: SS as control, AMPA
7.5mM, 4-AP 35mM, MK-801 1mM, NBQX 1mM, bicuculline
methbromide 5mM, muscimol 10mM, or a mixture of drugs,
as indicated in Results, 48 h before the surgical implantation,
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and were incubated at 37.0◦ in SS for flow rate stabilization.
These concentrations were chosen on the basis of previous results
from our laboratory (Peña and Tapia, 1999, 2000; Corona and
Tapia, 2004; Tovar-y-Romo et al., 2007) and of preliminary
experiments. AMPA, MK801, and NBQX were purchased from
Tocris Bioscience, and 4-AP, bicuculline methbromide, and
muscimol from Sigma Aldrich.

Surgical Osmotic Minipump Implantation
The procedure for osmotic minipump implantation was
performed essentially as previously described (Tovar-y-Romo
et al., 2007), with minor modifications. Briefly, animals were
anesthetized with 5.0% isoflurane in a 95% O2/5% CO2 mixture
and placed in a stereotaxic spinal unit. Later on, isofluorane
concentration was gradually diminished to 1.5–2.0% as the
surgery was performed. After shaving and disinfection, a median
sagittal incision, 3.5–4 cm long, was made in the back of the
animal and the underlying fascia andmuscle tissue were dissected
until appropriate visualization of the T10 vertebral lamina was
achieved (at the spinal L3 level). The spinous process was
removed with a drill, and a ∼2mm diameter hole was drilled in
the right lamina until the spinal cord tissue was visualized and
the meninges were carefully removed with a metallic hook. A
stainless-steel screw (3.7mm long, 1mm diameter) was fixed in
the left lamina. A fused silica glass filament probe (1mm long, 50
µm internal diameter, 80 µm external diameter, VitroCom Inc.)
was carefully advanced down into the spinal cord in a vertical
fashion with the aid of the three-dimensional manipulator of
the stereotaxic unit; previously, this glass probe was attached
and glued to a plastic tubing ∼1 cm long, and during surgery
this tube was connected and fixed with cyanoacrylate glue to
the osmotic minipump. During all these procedures great care
was taken to avoid damage to the spinal cord tissue. Dental
cement was poured and let dry on the T10 vertebra, to fix both
the screw and the cannula on place. Osmotic minipumps were
subcutaneously placed in the back of the animal, at the right
side of the vertebral column. This procedure aims to directly and
continuously administer the tested drugs in the spinal cord tissue,
at a rate of 0.25 µl/h up to 25 days, in the vicinity of lamina IX,
where motor neurons reside. Finally, the skin incision was closed
with surgical stainless-steel clips, anesthesia was withdrawn, and
animals received a single intraperitoneal antibiotic shot and were
monitored until full consciousness was recovered.

Behavioral Assessment
Four to five days prior to surgery, rats were trained to walk
during 120 s on an accelerating Rotarod (Columbus Instruments,
USA), starting from 10 rpm (0.2 rpm/s of acceleration). Time to
fall from the instrument was recorded, up to a limit of 120 s.
Also, grip strength of both hind limbs was measured by placing
the animals on their hind limbs on the metallic mesh of a grip
strength meter (TSE Systems, USA) and gently pulling the tail to
induce the animals to escape from the examiner; measurement
was not considered if the animals, when attempting to escape,
used their forelimbs. The maximum force displayed by the
instrument in every trial was recorded in ponds, later converted
to Newtons (1 pond = 0.009807 N), and normalized to values

obtained the day before surgery (day 0). In both tests the best
time, or the greater force, out of three trials was recorded. Great
care was taken to avoid excessive distress in the animals, and
appropriate time between trials was given to the animals to rest.
These behavioral motor tasks were assessed on a daily basis for 5
or for 15 days (depending on the experiment) and, on these cutoff
times, animals were sacrificed and fixed/perfused for histology.

Histological Processing
After the time for behavioral assessment was concluded,
rats were perfused and fixed for histological analyses as
previously described (Tovar-y-Romo et al., 2007). Briefly,
animals were deeply anesthetized with an intraperitoneal
injection of pentobarbital, the rib cage was cut to expose the
heart, and a wide cut in the right atria was made. A needle,
connected to a peristalsis pump, was inserted into the left
ventricle and ∼250ml of ice cold normal saline were perfused,
followed by∼250ml of 4% paraformaldehyde in 0.1M phosphate
buffer. The back was dissected, the acrylic implant removed, and
the lumbar spinal cord tissue was recovered by pushing it out of
the vertebral canal with cold saline solution in a syringe. Tissue
was postfixed for 48 h at 4.0◦C, then dehydrated in increasingly
concentrated sucrose solutions (10, 20, and 30%), and the region
where the cannula was inserted was visually identified and used
for study. Approximately 50 transverse sections (40 µm thick)
were obtained in a cryostat, and the slices that showed the fused
silica filament entry point were used for analyses and, of these,
15–20 slices were stained with cresyl violet (Nissl staining) for
further analysis. The number of morphologically healthy MNs
(multipolar neurons with clear cytoplasm, soma diameter >20
µm and distinguishable nucleus) was counted in the ipsilateral
and contralateral ventral horns.

Statistical Analysis
All statistical analyses were carried out in GraphPad Prism 5
using a twowayANOVA (in the case of behavioral tasks) followed
by a Bonferroni’s post-hoc test, or a one way ANOVA (for number
of healthy MN) followed by a Tukey’s post-hoc test. A value of
p < 0.05 was considered statistically significant.

RESULTS

Chronic 4-AP Infusion Induces Motor
Behavior Alterations, that are Enhanced by
Bicuculline
4-AP infusion caused motor behavior alterations in the
hindlimbs of treated animals manifested as episodic muscle
cramps and fasciculations that appeared frequently in the
ipsilateral hindlimb. Animals seemed distressed when these
alterations occurred, since they squealed, compulsively groomed
the affected hindlimb, and even removed the overlying fur, and
had occasional running fits. These episodic alterations started
within 3 to 5 h after minipump implantation and lasted a few
minutes with a variable frequency, but were often observed
during or immediately after the rotarod tests. They progressively
diminished in frequency, duration and intensity up to day 7 to
10, and subsequently were rarely observed.
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These motor alterations were evidenced in the rotarod test
as a progressive, but transitory, reduction in the time to fall,
reaching significant difference only at day 5; in the grip strength
assessment there were no changes, although we observed a slight
non-significant increase in grip strength from day 10 until 15
(Figures 1A,B, top row). MK-801 co-infused with 4-AP almost
completely prevented the fasciculations and muscle cramps
induced by 4-AP, although the rotarod test and the hindlimb
grip strength assessment did not show significant differences with
respect to 4-AP alone (Figures 1A,B, bottom row). NBQX co-
infused with 4-AP also partially suppressed the overexcitation
induced by 4-AP and, again, the results obtained from the motor
behavioral tasks were very similar to those of 4-AP treatment
(Figure 1, bottom row). NBQX and M801 alone did not affect
any of the parameters studied (not shown).

Then we tested the effect of bicuculline to explore the role
of GABAAR in the 4-AP-induced motor alterations. Animals
treated with bicuculline alone displayed only slight behavioral

changes, such as occasional grooming and licking of the
ipsilateral hindlimb, and did not alter significantly the rotarod
performance nor the hindlimb grip strength. Co-infusion of
bicuculline with 4-AP enhanced the intensity of fasciculations
and the frequency of grooming induced by 4-AP; this was
reflected in a decrease in the time to fall from the rotarod and in
a trend to reduce the strength values as compared to 4-AP alone
(Figure 1, middle row).

Bicuculline, but Not 4-AP, Induces MN
Degeneration
In spite of the motor behavioral changes obtained with 4-AP
infusion we did not find loss of MNs when we assessed the
spinal cord tissue with Nissl staining (20.9 ± 3.1 vs. 19.3 ± 4.1
MNs ipsilateral side; 21.8 ± 2.7 vs. 21.1 ± 5.3 MNs contralateral
side, compared to control). Neither NQBX nor MK-801, alone or
in combination with 4-AP, altered the number of healthy MNs
(Figures 2A,B). However, unexpectedly, bicuculline infusion

FIGURE 1 | Behavioral effects of chronic 4-aminopyridine infusion in the rodent spinal cord in vivo. (A) Results of rotarod test performance expressed as

the time to fall (in seconds) in each of the experimental conditions. Top, 4-AP infusion causes a reversible decrease in the time to fall significantly different to Control

only at day 5 (two-way ANOVA, Bonferroni’s post-hoc; *p < 0.05). Middle, bicuculline treatment did not result in significant changes, while 4-AP + bicuculline

co-infusion produced an irreversible reduction in the time to fall, different to Control at days 5 and 15, and to 4-AP at day 15 (two-way ANOVA, Bonferroni’s post-hoc;

*p < 0.05 vs. control; p < 0.05 vs. 4-AP). Bottom, Co-infusion of NBQX or of MK-801 with 4-AP partially improved time to fall, attaining results not different from

Control or from 4-AP. (B) Results of hindlimb strength assessment normalized to baseline values (day 0, before osmotic minipump implantation). Top, Control group

displayed a gradual increase in strength up to a ∼10% at day 15 respect to baseline values, while 4-AP also displayed a non-significant gradual increase in strength

up to ∼30% at day 15. Middle, bicuculline treatment did not result in changes in strength in the 15 days of evaluation, while co-infusion of 4-AP + bicuculline resulted

in a tendency to decrease strength during the 15 days of treatment, reaching significance only at day 5 (two-way ANOVA, Bonferroni’s post-hoc; *p < 0.05 vs.

Control). Bottom, Co-infusion of NBQX or of MK-801 with 4-AP did not result in changes in strength.
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caused a significant ∼38% loss of MNs in the ipsilateral ventral
horn with respect to control (13.1 ± 4.5 vs. 20.9 ± 3.1 MNs) and
a ∼25% reduction in the contralateral side (16.4 ± 4.1 vs. 21.8 ±
2.7 MNs); this reduction was also significant with respect to 4-
AP alone, albeit only in the ipsilateral side. Co-infusion of 4-AP
with bicuculline resulted in loss of MNs similar to that caused by
bicuculline alone.

Chronic GABAAR Activation with Muscimol
Does Not Prevent Paralysis Induced by
AMPA Receptor Overactivation
The above results indicate that 4-AP infusion produce a
glutamate-receptor-mediated motor hyperexcitability state in
the spinal cord in vivo albeit not sufficient to induce MN
degeneration, whereas blockade of GABAAR was deleterious. So,
to test the role of GABA-mediated inhibition in the excitotoxic
effect of glutamate receptor overactivation, we infused muscimol
alone or in combination with AMPA. Muscimol treatment
provoked severe and long-lasting weakness in both hindlimbs,
that in some animals manifested as paralysis with no other
phenomena (such as autotomy, as is the case of AMPA-treated
animals), starting at day 1 or 2, that progressively recovered
throughout the 15 days’ timeline but never reached control values
again. Such motor alterations decreased the time to fall from
rotarod significantly at days 3, 4, and 5 (Figure 3A), as well as
a similar significant reduction in the grip strength at days 3, 4, 5,
and 10 (Figure 3B).

As previously described (Tovar-y-Romo et al., 2007), chronic
AMPA infusion induced a gradual and irreversible paralysis of
the hindlimbs of all treated animals, manifested in the motor
behavioral tasks as a progressive and irreversible diminution in
the time to fall from rotarod and as reduction in the strength in
both hindlimbs. The paralysis started on day 1 with the ipsilateral
hindlimb and gradually progressed up to day 5, when animals
were completely paralyzed in both hindlimbs. In this group, the

experiments were stopped at day 5 because animals could no
longer feed themselves and started to autotomize their hindlimbs.
When muscimol was co-infused with AMPA, we observed an
earlier onset and more severe paralysis, and an earlier, and
greater reduction of the time to fall and in grip strength as
compared to AMPA treatment, but no animals in this group
displayed autotomy, as opposed to the AMPA-alone group. The
values obtained were significantly different from control and
from muscimol-alone treatment in both tasks (Figures 3A,B,
respectively).

Chronic GABAAR Activation with Muscimol
Does Not Prevent MN Degeneration
Induced by AMPA
Histological analysis showed that muscimol infusion induced a
non-significant slight reduction in MN number. In contrast, as
expected, after AMPA infusion the paralysis observed correlated
with the previously reported almost total loss of MNs (Tovar-y-
Romo et al., 2007). Co-infusion with muscimol did not modify
the remarkable MN degeneration induced by AMPA (Figure 4).

DISCUSSION

Excitotoxicity, a fundamental mechanism of MN degeneration,
can be elicited by perturbing the presynaptic physiology in
two means: (1) blocking the uptake of released glutamate, or
(2) stimulating endogenous glutamate release. For the former,
although there is evidence that implicate it as a mechanism
of excitotoxic death in human MN disease (Rothstein et al.,
1992), experimental studies using genetic knockout of the GLT1
glutamate transporter in mice have failed to causally link this
finding to MN degeneration (Stoffel et al., 2004). Indeed, as
was stated in the Introduction, work done by our group do not
support glutamate uptake inhibition as an important mechanism
in models of neurodegeneration in vivo in several regions

FIGURE 2 | Results of MN counting in the lumbar spinal cord after 15 days of 4-AP infusion and other compounds in the spinal cord in vivo. (A)

Bicuculline-alone and 4-AP + bicuculline treatments induce a reduction in the number of MNs of similar magnitude (one-way ANOVA, Bonferroni’s post-hoc;

*p < 0.001 vs. Control), while 4-AP infusion and the other shown treatments did not produce changes in the number of MNs. (B) Representative high-magnification

microphotographs of Nissl-stained spinal ventral horns, where motor neurons reside (large, multipolar, intensely stained neuronal somas with prominent nuclei) after 15

days of the indicated treatments. Upper row show images of the ipsilateral side to the indicated infusion, and lower row show images of the contralateral side. (Scale

bar, 250 µm).
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FIGURE 3 | Behavioral effects of chronic muscimol and AMPA infusion in the rodent spinal cord in vivo. (A) Results of rotarod test performance expressed

as the time to fall in each of the experimental conditions. Muscimol causes a progressive reduction in the time to fall, which reverts late in the experimental timeframe

of 15 days (two-way ANOVA, Bonferroni’s post-hoc; *p < 0.05 vs. Control), while AMPA infusion results in more severe and irreversible reduction in the time to fall in

the 5 days of treatment. AMPA+muscimol coinfusion results in a further reduction in the time to fall, with an earlier onset, and also irreversible in nature (two-way

ANOVA, Bonferroni’s post-hoc; *p < 0.05 vs. Control; #p < 0.05 vs. muscimol). (B) Results of hindlimb strength assessment normalized to baseline values (day 0,

before osmotic minipump implantation). Muscimol infusion also induces a reduction in hindlimb strength that reverts late in the experiment (two-way ANOVA,

Bonferroni’s post-hoc; *p < 0.05 vs. Control), while AMPA and AMPA+muscimol infusions cause an irreversible, progressive and severe decline in the baseline

strength (two-way ANOVA, Bonferroni’s post-hoc; *p < 0.05 vs. control; #p < 0.05 vs. muscimol).

FIGURE 4 | Results of MN counting in the lumbar spinal cord after muscimol and AMPA infusions in the spinal cord in vivo. (A) 5 days of AMPA and

AMPA + muscimol treatments caused a significant reduction in the number of healthy MNs, while 15 days of muscimol infusion did not change MN number (one-way

ANOVA, Bonferroni’s post-hoc; *p < 0.001 vs. Control). (B) Representative high-magnification microphotographs of Nissl-stained spinal ventral horns after 15 days of

muscimol infusion, or after 5 days of the indicated treatments. Upper row show images of the ipsilateral side to the indicated infusion, and lower row show images of

the contrateral side. (Scale bar, 250 µm).

of the rodent central nervous system in an acute (Massieu
et al., 1995; Corona and Tapia, 2004; Tovar-y-Romo and Tapia,
2006) or in a chronic setting (Tovar-y-Romo et al., 2009b).
In the present work we have used the later strategy in a
chronic model of 4-AP administration in the spinal cord, in
view that its acute perfusion caused behavioral evidence of
hyperexcitability (muscle fasciculations and cramps), although
animals were anesthetized, but noMN degeneration even when it
transitorily stimulated up to 5-fold glutamate release immediately
after its administration (Corona and Tapia, 2004). In addition,
these results contrast with our previous findings showing that
infusing 4-AP through microdialysis stimulates the release of
endogenous glutamate and triggers immediate behavioral and

EEG seizure activity and delayed excitotoxic glutamate-mediated
neuronal death in the rat striatum (Morales-Villagran and Tapia,
1996) and hippocampus (Peña and Tapia, 1999, 2000). The
effects of 4-AP on extracellular glutamate in the hippocampus
were achieved almost immediately after its administration, and
persistent activation (for at least 60min) of the NMDA glutamate
receptor is required for neuronal death (Ayala and Tapia,
2005).

Our present results show that, similarly to the acute
administration, chronic 4-AP treatment in vivo failed to provoke
spinal MN death and paralysis, although it did result in
a hyperexcitability state manifested as muscle cramps and
fasciculations. Though in this work we did not directly measure
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the frequency or intensity of those behavioral manifestations,
these were enough to provoke changes in either behavioral motor
tasks: in rotarod as a trend toward a decrease in the time to fall,
and in hindlimb grip assessment as a trend toward an increase
in strength, which reached a maximum at day 5. Although
MN number was assessed after 15 days of continuous 4-AP
infusion, and no changes observed, it is difficult to envisage
that MN degeneration could occur at 5 days but not being
detected at 15 days. In order to confirm that these results are
secondary to an increase in glutamatergic neurotransmission,
suggestively due to 4-AP-mediated stimulation of endogenous
glutamate release, we examined the NMDA and AMPA types
glutamate receptors and found that their chronic blockade
prevented the motor behavior late in the experiment (until
day 3–5). Therefore, our data indicate that glutamatergic
neurotransmission in enhanced in the spinal cord by 4-AP,
and that this may account for the behavioral hyperexcitability
observed. The importance of glutamatergic transmission in the
excitability control of spinal cord MNs is well established, both
for the NMDA (Kudo and Yamada, 1987) and AMPA receptors
(Pook et al., 1993), albeit these data were obtained through in
vitro preparations.

Endogenous glutamate is not the only neurotransmitter
which release is stimulated by 4-AP infusion, as GABA release
has also been demonstrated by our group in the striatum
(Morales-Villagran and Tapia, 1996), hippocampus (Peña and
Tapia, 1999), and spinal cord (Corona and Tapia, 2004) in
vivo. So, we hypothesized that endogenous GABA, and the
consequent activation of its GABAAR, might counterbalance
the potential neurotoxic effects of 4-AP-induced release of
endogenous glutamate. The data we obtained from bicuculline
treatment demonstrates the neurotoxic properties of chronic
GABAAR blockade for the spinal cord MNs, though they
neither develop as rapidly or as severe, both in motor
behavior and in MN loss, as chronic AMPA infusion (Tovar-
y-Romo et al., 2007). The behavioral data also reveal that
GABAAR blockade potentiates the excitatory effect of 4-
AP, but this is insufficient to enhance the bicuculline-
induced MN degeneration. Thus, it seems that GABAAR
activation due to 4-AP-released endogenous GABA has no
role in the lack of neurotoxic action of chronic 4-AP
treatment.

This finding was unanticipated, since GABAAR activation
has consistently shown to be protective in models of
neurodegenerative disorders where excitotoxicity has an
important role (Rudolph and Knoflach, 2011). Also, GABAARs
are expressed in spinal MNs (Bohlhalter et al., 1996), play
an important role exerting tonic inhibition (Castro et al.,
2011), and their activity has been implicated in MN disease
(Ramirez-Jarquin et al., 2014). Indeed, several alterations in the
GABA-mediated inhibitory control of synaptic excitability
have been reported in models of MN disease: changes
in subunit composition and ligand affinity (Carunchio
et al., 2008) and decrease in GABAAR expression (Petri
et al., 2003). These data suggest that inhibitory GABAergic
neurotransmission failure may contribute to MN degeneration.
Our results with bicuculline are in agreement with this

statement, and are supported by a recent report in another
in vivo model of MN excitotoxic death induced by a single
intrathecal administration of NMDA and bicuculline (Ionov and
Roslavtseva, 2012).

Since excitotoxicity implies an imbalance in excitatory and
inhibitory inputs, with a resulting exaggeration of excitatory
drive, we assumed that restoring inhibition by pharmacologically
overactivating GABAAR in MNs might prevent the AMPA-
mediated degeneration. We found that muscimol did not result
in an amelioration of excitotoxic MN degeneration, although it
prevented the muscle cramps and hindlimb autotomy induced
by AMPA. In addition, we noticed an acceleration of paralysis
progression as manifested by a steeper decline in the time
to fall and in the hindlimb grip strength values. We suggest
that the overwhelming inhibitory drive produced by muscimol
induced a “functional paralysis,” without affecting the AMPA
receptor activation causing MN degeneration. This conclusion
is supported by the behavioral partial paralysis induced by
treatment with muscimol alone. Although the duration of
muscimol infusion was different from the AMPA + muscimol
infusion, it is possible to compare both treatments because no
MN death was observed after 15 days of muscimol alone, while
MN loss was almost complete after only 5 days of AMPA +

muscimol. Therefore, no further neuronal loss were probable
after 5 days. To the best of our knowledge, this is the first report
on the effects of GABAAR activation in the spinal cord in vivo,
and indicates that inhibitory neurotransmission fails to prevent
the excessive excitation caused by glutamate AMPA receptor
overactivation. Another way to test the role of GABAergic
neurotransmission in conditions of excessive excitatory drive
would be to infuse 4-AP and muscimol, but muscimol would
only add to the GABAAR activation already being achieved
by the 4-AP-mediated release of endogenous GABA, and
therefore the contribution of GABAAR activation could not
be distinguished by this co-infusion. These results are largely
in agreement with our previous work demonstrating a lack
of protective effect of GABAergic neurotransmission-facilitating
drugs in the NMDAR-dependent 4-AP-induced seizures and
neurodegeneration in the hippocampus in vivo (Peña and Tapia,
2000), and with the lack of amelioration of clinical severity
with the use of GABAergic drugs in ALS patients (Miller et al.,
2001).

Although it might be possible that the stimulation of the
release of other neurotransmitters may exert protective roles on
spinal MNs in vivo (Ramirez-Jarquin et al., 2014) we did not
explore that possibility. For instance, alterations in dopaminergic
(Borasio et al., 1998) and serotonergic and noradrenergic (Bertel
et al., 1991) neurotransmission have been documented in ALS
patients, but there is scarce evidence of their role in excitotoxic
MN degeneration. We propose that hyperexcitation produced
only through direct receptor modulation (either inhibitory
receptor blockade or excitatory receptor activation) may have
a causal role in excitotoxic MN death, at least in relevant in
vivo models. In view of our present, and of previous findings, it
is challenging to establish a unifying model for the presynaptic
mechanisms of excitotoxicity mediated by 4-AP throughout the
mammalian nervous system. Better methodological strategies are
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necessary to dissect simultaneously the role of the many (if not
every) neurotransmitter systems involved in the effects of 4-AP
across the central nervous system.

In summary, we found that chronic 4-AP infusion in the
spinal cord in vivo does not elicit MN degeneration but
does produce motor behavior alterations, and these partially
depend on ionotropic glutamate receptor activation, indicating
that they are due to endogenous glutamate released by 4-
AP. Also, we established that chronic GABAAR blockade
produces MN degeneration and that this effect is not potentiated
by 4-AP. However, chronic GABAAR activation produces
transitory paralysis, probably because of overinhibition of MN
activity, but no MN degeneration, and this effect does not
counterbalance the excitotoxic effects of chronic AMPA receptor
activation.
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Abstract

Background: Excitotoxicity is a mechanism of foremost importance in the selective motor neuron degeneration
characteristic of motor neuron disorders. Effective therapeutic strategies are an unmet need for these disorders.
Polyphenols, such as quercetin and resveratrol, are plant-derived compounds that activate sirtuins (SIRTs) and have
shown promising results in some models of neuronal death, although their effects have been scarcely tested in
models of motor neuron degeneration.

Methods: In this work we investigated the effects of quercetin and resveratrol in an in vivo model of excitotoxic
motor neuron death induced by the chronic infusion of α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA)
into the rat spinal cord tissue. Quercetin and resveratrol were co-infused with AMPA and motor behavior and muscle
strength were assessed daily for up to ten days. Then, animals were fixed and lumbar spinal cord tissue was analyzed
by histological and immunocytological procedures.

Results: We found that the chronic infusion of AMPA [1 mM] caused a progressive motor neuron degeneration,
accompanied by astrogliosis and microgliosis, and motor deficits and paralysis of the rear limbs. Quercetin infusion
ameliorated AMPA-induced paralysis, rescued motor neurons, and prevented both astrogliosis and microgliosis, and
these protective effects were prevented by EX527, a very selective SIRT1 inhibitor. In contrast, neither resveratrol nor
EX527 alone improved motor behavior deficits or reduced motor neuron degeneration, albeit both reduced gliosis.

Conclusions: These results suggest that quercetin exerts its beneficial effects through a SIRT1-mediated mechanism,
and thus SIRT1 plays an important role in excitotoxic neurodegeneration and therefore its pharmacological modulation
might provide opportunities for therapy in motor neuron disorders.

Keywords: Motor neuron disorder, Quercetin, Resveratrol, Sirtuin, Excitotoxicity

Background
Motor neuron disorders (MNDs) are a heterogeneous
group of neurodegenerative diseases pathologically charac-
terized by the loss of MNs, which notably include amyo-
trophic lateral sclerosis (ALS) and spinal muscular atrophy
(SMA). Chronic MN loss leads to gradually increasing
weakness and paralysis, and ultimately to respiratory failure
and death. These disorders are uniformly fatal, thus it is a

priority to characterize the basic mechanisms that cause
MN degeneration as a mean to develop appropriate thera-
peutic interventions [1].
Glutamatergic excitatory neurotransmission is a funda-

mental process in the mammalian brain, but an excessive
activation of glutamate receptors results in excitotoxic
neuronal death [2]. Although several hypotheses have
been advanced to explain the selective degeneration of
MNs, there is ample evidence of a role of excitotoxicity in
MND, especially for ALS, although a causal relationship
remains to be established (for in-depth reviews see [3, 4]).
For example, increased concentrations of glutamate have
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been found in cerebrospinal fluid of ALS patients [5], and
in synaptosomes obtained from human mutated super-
oxide dismutase G93A gene (hSOD1G93A) transgenic
mice, an animal model of familial ALS, an increased basal
release of glutamate has been documented [6, 7].
Our group designed an in vivo experimental model of

chronic MN death in healthy rats through the infusion of
α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid
(AMPA) directly in the lumbar spinal cord, using osmotic
minipumps. With this model we replicated several import-
ant characteristics of MND: its chronic course, its onset in
adulthood, and the fact that most of the cases are
sporadic [8]. This approach has allowed us to study
some of the basic mechanisms underlying excitotoxic
MN death [9–11], and also to test potential strategies
for neuroprotection, such as growth factors [12, 13]
and energy substrates [14, 15].
Polyphenols are plant-derived compounds that have

emerged as a promising therapeutic approach for several
neurodegenerative disorders [16, 17]. This beneficial
effect has been attributed to the allosteric activation of
sirtuin 1 (SIRT1), the first member of the class III of oxi-
dized nicotine adenine dinucleotide (NAD+)-dependent
histone deacetylases [18].
Among the vast amount of polyphenolic compounds

discovered, resveratrol (RSV) and quercetin (QCT) are
two of the most promising molecules. RSV is a well-
documented sirtuin activating compound (STAC), and
has shown neuroprotective effects in in vitro and in vivo
models of excitotoxic neuronal degeneration [19]. QCT
has been shown to reduce glutamate-induced hippocam-
pal [20] and retinal [21] neuronal death in vitro, as well
as neuronal damage in an in vivo model of focal cerebral
ischemia [22]. In addition, it was recently reported to be
protective in a model of hypoxia-mediated hippocampal
neurodegeneration by modulating SIRT1 expression
[23]. However, studies on the effects of these compounds
in experimental models of MND are scarce. Therefore,
we explored the possible neuroprotective effects of RSV
and QCT in our established model of chronic AMPA-
induced excitotoxic spinal MN degeneration in vivo, and
the involvement of SIRT1 as the mechanism of neuro-
protection exerted by these polyphenols.

Methods
Animals
Adult Wistar male rats (280–300 g) were used in all of
the experiments and were handled in accordance with
the Rules for Research and Health Matters (Mexico),
with international standards of research animal welfare
(including ARRIVE guidelines), and with approval of the
Institutional Committee for the Care and Use of Laboratory
Animals (protocol approval number RTI21–14). All
animals were housed in a controlled laboratory environment

with a 12 h light/dark cycle, and fed with regular animal
chow and water ad libitum. All surgical procedures were
performed under general anesthesia, and every effort was
made to minimize the number of animals used, as well as
animal suffering during experimental procedures.

Drugs and osmotic minipump preparation
All drugs were dissolved in vehicle solution that con-
sisted in a mixture of isotonic saline solution and 3% v/v
dimethylsulfoxide. Osmotic minipumps (Alzet model
2004, volume ~250 μL, flow rate 6 μl/day; Durect,
Cupertino, CA, USA) were filled with the indicated solu-
tions, which were vehicle only (control group), AMPA
[1 mM], and/or RSV, QCT and EX527, at concentrations
calculated in such a way that the osmotic minipump
delivered 1 nanomole/day (nm/d) or 10 nm/d, or a mix-
ture of drugs, as indicated in Results.
Our group has previously reported that chronic infu-

sion of AMPA into the rat spinal cord in vivo induces
paralysis, MN degeneration and astrogliosis [12, 24]. In
these studies a 7.5 mM concentration was used and this
caused a relatively rapid (~3 days) paralysis and MN
death, which makes testing potential neuroprotective
drugs difficult. Therefore, we selected a lower concentra-
tion (1 mM) that we had previously shown to produce a
more gradual and reproducible paralysis, MN degener-
ation and spinal cord gliosis, features characteristic of
MNDs [12]. The concentrations of the remaining drugs
were chosen on the basis of preliminary experiments.
(R,S)-AMPA was purchased from Tocris Bioscience
(Bristol, United Kingdom), and RSV, QCT and EX527
from Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Surgical procedures for osmotic minipump implantation
Osmotic minipumps were prepared 48 h before surgical
implantation, and were incubated at 37.0 ° C in saline
solution for flow rate stabilization. The procedure for os-
motic minipump implantation was performed essentially
as previously described [12], with minor modifications.
Briefly, animals were anesthetized with 5.0% isofluorane
in a 95% O2/5% CO2 mixture and placed in a spinal unit,
and isofluorane concentration was gradually diminished
to 1.5–2.0% as the surgery was performed. After shaving
and disinfection, a median sagittal incision, ~4 cm long,
was made in the back and the underlying fascia and
muscle tissue were dissected until appropriate
visualization of the L3 vertebral lamina was achieved. The
spinous process was removed with a drill, and a ~2 mm
diameter hole was drilled in the right lamina until the
spinal cord tissue was visualized and the meninges were
carefully removed with a metallic hook. A stainless-steel
screw (3.7 mm long, 1 mm diameter) was fixed in the left
lamina. A fused silica capillary (1 mm long, 50 μm internal
diameter, 80 μm external diameter; VitroCom Inc.,
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Mountain Lakes, NJ, USA) was carefully advanced down
into the spinal cord in a vertical fashion 0.8 to 1 mm; this
capillary was attached to a plastic tube (cannula) that was
connected, and fixed with cyanoacrylate glue, to the os-
motic minipump. During all these procedures great care
was taken to avoid unnecessary damage to the spinal cord
tissue. Dental cement was poured and let dry on the L3
vertebra, to fix both the screw and the cannula on place.
Osmotic minipumps were subcutaneously placed in the
back of the animal, at the right side of the vertebral col-
umn. Finally, the skin incision was closed with surgical
stainless-steel clips, anesthesia was withdrawn, and
animals received a single intraperitoneal antibiotic shot
and were monitored until recovery (see Additional file 1:
Figure S1A for details). In addition to control group,
where vehicle was infused into the spinal cord tissue, a
group of sham surgeries was performed to assess the poten-
tial effect of the cannula’s glass capillary insertion into the
spinal cord on the proliferation of astroglial and microglial
cells. These surgical procedures were identical to those pre-
viously described until laminectomy completion, except no
cannula and no osmotic minipump were implanted.
Animals subjected to these sham surgeries were perfused/
fixed, as described below, 10 days after the procedure.

Behavioral assessment
Four to five days prior to surgery, rats were trained to
walk during 120 s on an accelerating Rotarod (Columbus
Instruments, Columbus, OH, USA), starting from
10 rpm (0.2 rpm/s of acceleration). Time to fall from the
instrument was recorded, up to a limit of 120 s. Also,
grip strength of both hind limbs was measured by
placing the animals on their hind limbs on the metallic
mesh of a grip strength meter (TSE Systems, Chesterfield,
MO, USA) and gently pulling the tail to induce the
animals to escape from the examiner; data was disre-
garded if the animals, when attempting to escape, used
their forelimbs. The maximum force displayed by the
instrument in every trial was recorded in ponds, and
normalized to values obtained the day before surgery (day
0). In both tests the best time, or the greater force, out of
three trials was recorded. Great care was taken to avoid
excessive distress of the animals, and appropriate time
between trials was given to animals for rest. These behav-
ioral motor tasks were assessed daily for 10 days and, on
this cutoff time, animals were sacrificed and fixed/per-
fused for histology.

Perfusion/fixation and Nissl staining
Behavioral assessment was concluded 10 days after
minipump implantation, and rats were perfused and
fixed for histological analyses as previously described
[12]. Briefly, animals were deeply anesthetized with an
intraperitoneal injection of pentobarbital, the rib cage

was cut to expose the heart, and a wide cut in the right
atria was made. A needle, connected to a peristalsis
pump, was inserted into the left ventricle and ~250 ml
of ice cold normal saline were perfused, followed by
~250 ml of 4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate
buffer. The back was dissected, the acrylic implant re-
moved, and the lumbar spinal cord tissue was obtained
by pushing it out of the vertebral canal with cold saline
solution in a syringe. Tissue was postfixed for 48 h at
4.0 ° C, then dehydrated in increasingly concentrated su-
crose solutions (10, 20 and 30%), and the region where
the cannula was inserted was visually identified and used
for study. Approximately 100 transverse sections (40 μm
thick) were obtained in a cryostat, and the slices that
showed the cannula’s capillary glass track were used for
analyses and, of these, 6–8 were processed for immuno-
cytochemistry (see below), and 15 to 20 slices were
stained with cresyl violet (Nissl staining) (for further
details see Additional file 1: Figure S1B). The number of
morphologically healthy MNs (multipolar neurons with
clear cytoplasm, soma diameter > 20 μm and distinguish-
able nucleus) was counted in the ipsilateral and contra-
lateral ventral horns (for a histological comparison of
healthy and degenerating MNs see Additional file 1:
Figure S1C). Micrographs were obtained with digital
Nikon camera attached to a Nikon Eclipse optic micro-
scope (Melville, NY, USA), with a 10X objective, of the
ventral gray matter. All images were minimally manipu-
lated off-line, with cropping and brightness/contrast ad-
justed to ensure better visualization of MNs.

Immunocytochemistry and confocal microscopy
To study the expression pattern of SIRT1 in the spinal
cord tissue, double immunocytochemistry was per-
formed on floating tissue sections of intact rats for
SIRT1 and microtubule associated protein 2 (MAP2),
ionized calcium-binding adapter molecule 1 (Iba1), or
glial fibrillary acidic protein (GFAP). To perform glial
cell counting in treated animals, double immunocyto-
chemistry was performed for GFAP and Iba1 on floating
tissue sections. First, sections were permeabilized with
PBS 0.1 M/Triton X-100 0.3% v/v solution for 10 min;
all subsequent procedures were carried on this solution.
Then, tissue sections were blocked with bovine albumin
5% w/v for 120 min, and later incubated in the same
blocking solution with primary antibody at 4.0 °C for
48 h with gentle shaking. Primary antibodies were used
at the following dilutions: chicken anti-MAP2, 1:1000;
chicken anti-GFAP, 1:1000; rabbit anti-Iba1, 1:500; and
mouse anti-SIRT1, 1:50. All primary antibodies were
purchased from Abcam (Cambridge, MA, USA). Later,
primary antibodies were washed thrice, and antibody
binding was revealed with the following secondary anti-
bodies in the indicated dilutions: goat anti-chicken IgY
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FITC, 1:200; donkey anti-rabbit IgG Alexa Fluor 647,
1:200; goat anti-mouse IgG FITC, 1:200. All secondary
antibodies were purchased from Life Technologies
(Waltham, MA, USA). Tissue sections were exposed for
120 min to secondary antibodies in the dark and at room
temperature, and then they were washed thrice before
mounting in xylene-treated glass slides with simple fluor-
escent mounting medium (Dako Inc., Carpinteria, CA,
USA, for glial cell counting) or with DAPI-containing
mounting medium (Vector Laboratories; Burlingame, CA,
USA, for SIRT1 location assessment). Fluorescence im-
aging was performed in a Zeiss LSM 710 (Oberkochen,
Germany) confocal microscope. Imaging parameters (laser
intensity, gain, digital offset, confocal aperture) were
manually adjusted initially on tissues obtained from con-
trol group, and later on used on all other preparations.
For glial cell counting, stacks were composed of images
obtained every 2.5 μm that spanned the complete thick-
ness of the tissue, with a 20X objective, of the ventral gray
matter, composed of two channels: green for GFAP/FITC
imaging and red for Iba1/AlexaFluor 647 imaging.
Maximal intensity projections and merged images were
obtained off-line with FIJI program [25].

Glial cell counting analysis off-line
An .lsm format composite image was obtained for each
side of each slice of spinal cord tissue. At least 3 slices
were analyzed per animal of 5 animals per group. Since
we observed that cannula insertion, even in control
groups, induced astrogliosis (although no microgliosis),
we only used the data obtained from the contralateral
side to cannulae insertion for analysis. To perform the
automated counting of GFAP(+) and Iba1(+) particles,
interpreted as astrocytes and microglial cells respect-
ively, an Image J [26] programming language-based
macro was designed. This macro instructed FIJI to open
and split.lsm image channels (as described above, green
for GFAP(+) particles and red for Iba1(+) particles), and
to create and save composite 16-bit depth TIFF format
images in separate folders, one for GFAP and one for
Iba1. Then these TIFF images were subjected to Z-
stacking, smoothing, and automated thresholding with
the Max Entropy method. Binary versions of each Z-
stack TIFF image were obtained, and automated particle
analysis was carried on. For astroglial cells, GFAP(+)
particles >10 μm2 were counted, and for microglial cells,
Iba1(+) particles >19.5 μm2 were counted. This thresh-
old was chosen based on the profile of the whole-
particle frequency histograms displayed by the Analyze
Particles tool of FIJI. In addition, a researcher, blinded to
the results of this study, independently and manually
counted a sample of the images, with comparable results
obtained to those of the automated counting. Also, this
macro obtained the area of tissue photographed, using

the GFAP/FITC channel TIFF images previously ob-
tained. These images were Z-stacked, smoothened, and
the Moments method of automated thresholding was
applied. Then, the whole area of the image was quanti-
fied with the Measure tool. The number of particles in
an area of (μm2 × 105) was used to calculate the mean
values and standard deviation for each animal.

Statistical analysis
All statistical analyses were carried out in GraphPad
Prism 5.0 (La Jolla, CA, USA). After checking data (time
to fall, normalized grip strength, MN counting, GFAP+
particle counting and Iba1+ particle counting) followed
a normal distribution with the D’Agostino-Pearson
omnibus normality test, parametric versions of hypoth-
esis testing were performed. A two-way ANOVA (in the
case of behavioral tasks) followed by Tukey’s post hoc
test, or a one-way ANOVA (for number of healthy MN,
and glial cell counting) followed by Tukey’s post hoc test
were used. A value of p < 0.05 was considered statisti-
cally significant.

Results
SIRT1 is expressed in neuronal cells in the spinal cord,
but is absent in glial cells
We performed double immunohistofluorescence in the
spinal cord tissue slices of intact rats to describe the
cellular location of SIRT1 expression. We observed that
SIRT1 is widely expressed in the ventral gray matter of
the spinal cord, especially in the soma and nuclei
(DAPI-labeling) of MAP2-positive cells (neurons), but it
was not found in GFAP(+) (astrocytes) and Iba1(+)
(microglia) cells. (Fig. 1).

Motor behavior tasks changes induced by AMPA, RSV,
QCT or EX527
The results of treatment with 1 mM AMPA for 10 days
replicated previously reported data [12]. Treated animals
showed a gradual, but incomplete, paralysis of the
hindlimbs, beginning in the ipsilateral limb and later in-
volving the contralateral one. This change was different
from control group performance from day 1 until day 10
of infusion (Fig. 2a, left panel). Also, it is noteworthy
that time to fall abruptly diminishes during the first
three days (from 65.0 ± 16.0 s at day 1 until 33.5 ± 5.9 s
at day 3), and then reaches a plateau value at ~57 s until
day 10. As opposed, in the hindlimb grip strength as-
sessment AMPA treatment did not induce significant
strength reductions, although a trend towards lower
values was observed (~33% reduction from basal condi-
tions at day 5; Fig. 2a, right panel).
RSV-alone infusion (at 10 nm/d) did not change motor

behavior performance, as assessed by rotarod or hind-
limb strength changes (data not shown). RSV, either at
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Fig. 1 SIRT1 is expressed in lumbar spinal neuronal somas, including MNs. a Representative maximal intensity projections of confocal
immunohistofluorescence images of the ventral gray matter of spinal cord sections of intact rats labeled with anti-SIRT1 (red, left and right columns),
anti-MAP2 (green, Neurons row), anti-GFAP (green, Astrocytes row) and anti-Iba1 (green, Microglial cells row). Merged images (right column, with DAPI
staining in magenta), show that there is co-location of SIRT1 signal only in neuronal somas and nuclei, including MNs (yellow cells). Scale bar, 100 μm.
b Representative maximal intensity projections of high-magnification confocal immunohistofluorescence images; labeling and color codes are the
same as in panel A. In the merged images SIRT1 labeling co-localizes with MAP2 immunostaining (Neurons rows) and is also present in neuronal
nuclei. SIRT1 labeling signal was not detected in GFAP (Astrocytes row) or in Iba1 (Microglial cells) immunostained cells. Scale bar, 50 μm. Images
were obtained from three spinal cord slices of five animals, all of which yielded similar results

Fig. 2 Effects of RSV, QCT and EX527 on motor behavior tasks during chronic AMPA-induced excitotoxicity. a Results of rotarod test and hindlimb
grip strength measurement, as indicated, during 10 days of continuous vehicle (control) or AMPA infusions. b RSV effects, alone or co-infused with
AMPA and EX527, as indicated. c QCT effects, alone or co-infused with AMPA or EX527. d Effects of EX527 alone or co-infused with AMPA. Number of
animals is shown in parentheses. *p < 0.05 and **p < 0.01 versus control, and #p < 0.05 and ##p < 0.01 versus AMPA. Two-way ANOVA followed by
Tukey’s post hoc test
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1 nm/d or at 10 nm/d, co-infused with AMPA [1 mM]
did not prevent the AMPA-induced decline in rotarod
test performance, except for a significant protection (p <
0.01) at day 3 with the 1 mM concentration. We further
explored the potential contribution of SIRT1 activation
by RSV, so we used the very potent and selective inhibi-
tor EX527 [27]. We co-infused RSV at 1 nm/d and
AMPA [1 mM] with EX527 at 10 nm/d to ensure SIRT1
remained inhibited while RSV exerted its effects. This
co-infusion resulted in a slight and transitory improve-
ment in the time to fall from rotarod as compared to
AMPA (p < 0.05 only at days 2 and 3), but was not differ-
ent from the RSV 1 nm/day + AMPA group values
(Fig. 2b, left panels). No changes in hindlimb grip strength
were observed, although statistical significance was
reached as compared to control at days 4 and 7 in the
RSV 1 nm/d + AMPA group, and at day 7 in the RSV
1 nm/d +AMPA + EX527 group (Fig. 2b, right panels).
QCT-alone infusion did not induce reductions in time

to fall or strength loss throughout the 10 days of infu-
sion (data not shown). We also found that at both doses
tested, 1 and 10 nm/d, QCT almost completely
prevented the AMPA-induced paralysis, being signifi-
cantly different from day 2 and throughout the 10 days
of infusion (p < 0.01 versus AMPA for both concentra-
tions), as assessed by rotarod. SIRT1 role in the QCT-
mediated effects was also studied with EX527 at 10 nm/d.
EX527 added to the infusion of QCT 1 nm/day + AMPA
resulted in a reduced time to fall at days 2 and 3 when
compared to AMPA (p < 0.05). However, when compared
to QCT 1 nm/day + AMPA group values, a clear trend to
diminished time to fall is observed from day 4 until day
10, although no signficance was reached (Fig. 2c, left
panels). In the hindlimb grip strength assessment (Fig. 2c,
right panels), QCT-infusion resulted in no significant dif-
ferences respect to AMPA or to control values, and a clear
trend to reduced strength is noted when EX527 is added
to QCT 1 nm/day + AMPA treatment, as well.
EX527-alone treatment did not result in reductions in

the time to fall in rotarod test or in the hindlimb strength
assessment (Fig. 2d, left panel). EX527 co-infused, at 1
and 10 nm/d, with AMPA did not show an increase in the
time to fall from rotarod as compared to AMPA value, al-
though a significant increased value was observed at day 3
(p < 0.01). No significant differences were appreciated in
the hindlimb grip strength assessment in any group stud-
ied, although a clear trend toward reduced strength is ob-
served in both doses when compared to control values (p
< 0.05 only at day 7) (Fig. 2d, right panels).

Effects of RSV, QCT or EX527 on AMPA-induced MN
degeneration
An almost complete absence of MNs in the ipsilateral
side to the infusion was observed in Nissl stained

sections of the spinal cords of animals treated with
AMPA after 10 days of continuous infusion, whereas in
the contralateral side only a modest loss was evident
(Fig. 3a). When quantified, more than 90% of MNs were
lost in the ipsilateral side in the AMPA group (0.4 ± 0.3
versus 14.1 ± 0.6), whereas in the contralateral side
remained approximately 60% of MNs as compared to
control (8.7 ± 1.0 versus 15.0 ± 0.6, p < 0.01; Fig. 3e, left
histogram).
RSV-alone infusion did not change ventral spinal cord

histology or MN number. RSV did not prevent the neu-
rodegeneration provoked by AMPA after 10 days of in-
fusion (Fig. 3b). MN quantification revealed no changes,
both ipsilateral (0.9 ± 0.3 for RSV 1 nm/d and 0.6 ± 0.5
for 10 nm/d) and contralateral (11.8 ± 0.5 for RSV 1 nm/
d and 11.5 ± 1.9 for 10 nm/d) to the infusion, when com-
pared to AMPA (Fig. 3e, middle left histogram). Like-
wise, EX527 treatment in combination with RSV 1 nm/
d + AMPA did not change spinal cord histology or MN
number when compared to AMPA-alone infusion (0.1 ±
0.0 ipsilateral and 9.3 ± 0.9 contralateral versus 0.4 ± 0.3
ipsilateral and 8.7 ± 1.0 contralateral), although this
values were significantly different to control values (p <
0.05; Fig. 3e, middle left histogram).
QCT ameliorated histological changes in the spinal

cord (Fig. 3c), and prevented excitotoxic MN number
diminution, especially in the ipsilateral side to the infu-
sion (0.4 ± 0.3 in AMPA versus 6.4 ± 1.3 for QCT 1 nm/
d + AMPA, p < 0.05; and 4.8 ± 1.1 for QCT 10 nm/d +
AMPA, p < 0.05; Fig. 3e, middle right histogram).
EX527-added infusion to QCT 1 nm/d + AMPA treat-
ment induced a statistically significant reduction in MN
number in the ipsilateral side when compared to QCT
1 nm/d + AMPA (1.3 ± 0.7 versus 6.4 ± 1.3, p = 0.027,
Fig. 3e, middle right histogram).
EX527-alone at 10 nm/d, even after 10 days of infu-

sion, showed a ventral spinal cord histology (Fig. 3e) and
MN number similar to control values (Fig. 3e, right
histogram). EX527 co-infused with AMPA resulted in
spinal cord histology similar to that of AMPA-treated
animals (Fig. 3d), and MN number values not different
to the AMPA group values (Fig. 3e, right histogram).

Effects of AMPA, RSV, QCT or EX527 on astrocytes and
microglia number
Glial cell counting in the contralateral side revealed that
GFAP(+) particle number does not change in control
conditions (vehicle infusion for 10 days) as compared to
sham (92.3 ± 5.2 versus 101.1 ± 12.9, p = 0.85) (Figs. 4
and 5a). However, we observed a more than 2-fold in-
crease in Iba1(+) particle number, which however did
not reach significance (48.0 ± 1.4 versus 17.4 ± 2.7, p =
0.06) (Figs. 6 and 7a). We expected this change, since
glass capillary insertion into the spinal cord tissue might
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induce cell death and inflammatory signaling, as has pre-
viously been described with stiff materials (such as boro-
silicate glass) implanted in the rodent brain [28]. AMPA
treatment, as expected, was associated with a significant
~2-fold increase, as compared to control group values,
in GFAP(+) particle (171.7 ± 11.1 versus 101.1 ± 12.9,
Figs. 4 and 5a) and Iba1(+) particle (91.9 ± 17.4 versus
48.0 ± 1.4, Figs. 6 and 7a) number.
RSV-alone infusion (at 10 nm/d) did not change

GFAP(+) particle (97.5 ± 8.7 versus 101.1 ± 12.9 in
control, p > 0.99) or Iba1(+) particle numbers. AMPA-
induced GFAP(+) particle number increase was pre-
vented by RSV treatment, only at 10 nm/d (171.7 ± 11.1
versus 110.1 ± 8.3, p = 0.03; Figs. 4 and 5b), but Iba1(+)
particle number was not altered at neither RSV rate of
infusion (87.8 ± 14.2 for 1 nm/d and 61.6 ± 18.2 for
10 nm/d versus 91.9 ± 17.4, p = 0.99 and 0.593, respect-
ively; Figs. 6 and 7b). In contrast, adding EX527-infusion

to RSV 1 nm/d + AMPA treatment prevented GFAP(+)
particle number increase (p < 0.05 versus AMPA and p <
0.05 versus RSV 1 nm/day + AMPA), although no
significant changes in Iba1(+) particle number were
attained, even when a clear trend towards a reduction
was appreciated.
QCT-alone infusion did not cause changes in glial cell

number when compared to control values, either in
GFAP(+) particles (85.1 ± 4.0 versus 101.1 ± 12.9, p =
0.97) or in Iba1(+) particles (57.4 ± 14.4 versus 48.0 ±
1.4, p = 0.87). QCT prevented GFAP(+) and Iba1(+)
particle number increases induced by AMPA, although
only at the 1 nm/d dose (171.7 ± 11.1 versus 109.8 ± 4.5
for GFAP(+) particle number, p = 0.018, Figs. 4 and 5c;
and 46.3 ± 7.1 versus 91.9 ± 17.4 for Iba1(+) particle
number, p = 0.049, Figs. 6 and 7c), while the larger dose
did not have any effect. Adding EX527-infusion to QCT
1 nm/d + AMPA treatment did not significantly reduce

Fig. 3 MN degeneration is prevented by QCT infusion, but not by RSV. Representative photomicrographs of Nissl stained ipsilateral and
contralateral lumbar ventral spinal cord of rats after 10 days of continuous infusion of: a vehicle or AMPA; b RSV alone or co-infused with AMPA
and EX527; c QCT alone or co-infused with AMPA and EX527; d EX527 alone or co-infused with AMPA. Scale bar, 250 μm. e. Quantitative analysis
of healthy motor neurons. Number of animals is shown in parentheses. *p < 0.05 versus control, #p < 0.05 versus AMPA, and °p < 0.05 versus QCT
1 nm/d + AMPA. One-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test
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Fig. 4 Effect of RSV, QCT and EX527 on spinal astroglial cell number during chronic AMPA-induced excitotoxicity. Representative maximal intensity
projections of fluorescent confocal micrographs of GFAP/FITC-immunostained lumbar ventral spinal cord sections of rats contralateral to the side of
infusion after 10 days of the indicated treatments. Quantitative analysis is shown in Fig. 5. Scale bar, 200 μm

Fig. 5 Quantification of GFAP-labeled particles in the ventral horn contralateral to the infusion site. a Sham, and control and AMPA infusions. b
RSV alone or co-infused with AMPA and EX527. c QCT alone or co-infused with AMPA and EX527. d EX527 alone or co-infused with AMPA. Num-
ber of animals is indicated below each column. *p < 0.05 versus control, #p < 0.05 versus AMPA, °p < 0.05 versus RSV 1 nm/d + AMPA. One-way
ANOVA followed by Tukey’s post hoc test
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Fig. 6 Effect of RSV, QCT and EX527 on spinal microglial cell number during chronic AMPA-induced excitotoxicity. Representative maximal intensity
projections of fluorescent confocal micrographs of Iba1/AlexaFluor 546-immunostained lumbar ventral spinal cord sections of rats contralateral to the
side of infusion after 10 days of the indicated treatments. Quantitative analysis is shown in Fig. 7. Scale bar, 200 μm

Fig. 7 Quantification of Iba1-labeled particles in the ventral horn contralateral to the infusion site. a Sham, and control and AMPA infusions. b RSV
alone or co-infused with AMPA and EX527. c QCT alone or co-infused with AMPA and EX527. d EX527 alone or co-infused with AMPA. Number of
animals is indicated below each column. *p < 0.05 versus control, and #p < 0.05 versus AMPA. One-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test
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the GFAP(+) particle (118.6 ± 10.1 versus 109.8 ± 4.5 in
QCT 1 nm/day + AMPA, p = 0.99) or Iba1(+) particle
(p = 0.96 versus QCT 1 nm/day + AMPA) number, al-
though a clear trend is evident.
EX527-alone treatment resulted in glial number

similar to control values (75.0 ± 2.8 versus 101.1 ± 12.9,
p = 0.28 for GFAP(+) particles, Figs. 4 and 5d; 32.3 ± 2.0
versus 48.0 ± 1.4, p = 0.66 for Iba1(+) particles, Figs. 6
and 7d). GFAP(+) and Iba1(+) particle numbers resulted
markedly reduced by EX527 treatment in AMPA-
induced excitotoxic conditions, without a dose-related
effect, reaching values similar to control conditions (p <
0.01 versus AMPA for GFAP(+) particle quantification,
and p < 0.05 versus AMPA for Iba1(+) particle
quantification).

Discussion
In this work we investigated the effects of the polyphe-
nols RSV and QCT in our model of excitotoxic MN
death and, since polyphenols’ efficacy has been attrib-
uted to SIRT1 activation [29], we also addressed the in-
volvement of this sirtuin activity to the effects observed.
SIRT1 was located in the nuclei and cytoplasm of neu-

rons, including those of MNs, of the lumbar spinal cord
of intact rats. These results are similar to those recently
reported in the spinal MNs of transgenic hSOD1G93A

mouse [30], whereas data from another group showed
that SIRT1 is widely expressed in the brain and spinal
cord of healthy humans and rodents, but restricted to
the nuclei of neurons [31]. In post-mortem spinal
cord tissue of ALS patients SIRT1 mRNA is increased
[32], whereas in the hSOD1G93A mouse a study reported
increased levels of SIRT in the spinal cord [33], and ac-
cording to another report this level decreases with dis-
ease progression [34]. We did not observe SIRT1
immunolabeling in astrocytes and microglial cells, which
differs from the finding that SIRT1 is expressed in cul-
tured mouse astrocytes [35], so this differences might be
due to the different species and experimental conditions
(in vivo and in vitro). In agreement, an exhaustive study of
the expression pattern of sirtuins in the rat nervous tissue
found that SIRT1 is present at low concentrations in whole
tissue homogenates of the spinal cord, while in vitro is
more abundant in neurons than in astrocytes [36].
RSV, classically described as a STAC that preferentially

targets SIRT1 [37], did not exert significant protection
against AMPA-induced paralysis or MN loss, although it
prevented the AMPA-induced increase in the number of
astrocytes, while it had no effect on microglial cell num-
ber. This was an unexpected result, given the numerous
works supporting its potential as a protective agent in
models of excitotoxic neuronal death. For example, RSV
prevented glutamate-induced neuronal death in brain
slices cultures [38], as well as neuronal loss in a model

of kainate-induced brain injury in vivo [39]. However,
few studies have explored the role of RSV in experimen-
tal models of MN loss. RSV was shown to reduce spon-
taneous degeneration of primary cortical neurons
transfected with hSOD1G93A [40], and to upregulate
SIRT1 expression in a culture of hSOD1G93A-transfected
MN-like cells [41]. This was corroborated in vivo in two
studies, where RSV extended the survival of the trans-
genic hSOD1G93A mice [30, 42], a result attributed to an
upregulation of SIRT1 activity and to a prevention in
spinal microgliosis and astrogliosis, as well as to an
improvement of mitochondrial respiratory function. Al-
though in the present work we did not address mito-
chondrial function, previous research from our group
support the notion that AMPA-induced excitotoxicity
involves energy disruption. Indeed, energy substrates ad-
ministration prevents the alterations of mitochondrial
respiratory complexes induced by AMPA in the spinal
cord, and this is associated with MN survival and im-
proved motor behavior performance [14, 15]. These
findings reinforce the idea that AMPA-mediated chronic
excitotoxicity and expression of hSOD1G93A share com-
mon mechanisms that prompts MN degeneration.
Regardless of these similarities, RSV was not neuro-

protective under our experimental conditions. In this re-
spect, SIRT1 activation by RSV was not confirmed in
the studies mentioned previously [30, 40–42], which
might imply that RSV effects could be unrelated to
SIRT1 expression or activation. In fact, results from re-
cent work suggest that RSV might not be a STAC [43],
and that other targets merit consideration, such as
AMP-activated protein kinase (AMPK) [44]. Further, it
has been suggested that the neuroprotective actions of
RSV are not related to SIRT1 activation [45]. We
propose that the activation of other molecular pathways
by RSV, such as AMPK, might be deleterious for MN
survival under AMPA-induced excitotoxic conditions in
vivo, as has been shown in the hSOD1G93A transgenic
mice [46]. In agreement, it was recently reported that
RSV did not protect hippocampal neurons in rat pups
treated with kainic acid [47].
QCT exerted a remarkable effect preventing AMPA-

induced paralysis, as evidenced by the performance in
the rotarod test, as well as a moderate reduction in MN
loss. These results were independent of the dose used,
and were significant even with the lowest dose of 1
nanomole/day. QCT also diminished the astrogliosis and
microgliosis induced by AMPA, but only at the lower
dose. Previous studies have demonstrated that QCT is
neuroprotective under excitotoxic conditions, albeit
these results have been ascribed to the antioxidant
capacity of QCT. For example, QCT protected against
neuronal death and mitochondrial dysfunction caused by
N-methyl-D-aspartate and adenosine diphosphate plus
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iron in vitro [48]. Also, in a model of cerebral ischemia-
reperfusion injury in vivo, QCT diminished infarct
volume, improved behavioral deficits and reduced the
levels of nitrite and malonyl dialdehyde, both markers of
oxidant stress [22]. Whether QCT is a direct scavenger
of reactive oxidant species or activates molecular path-
ways related to oxidant defenses was not addressed in
these studies. We consider that the results observed in
the present work are independent of QCT antioxidant
activity, because we have shown previously that under
similar experimental conditions reactive nitrogen species
are nearly absent in spinal cord tissue [49] and, more
importantly, that classical antioxidant molecules, such as
glutathione and ascorbate, do not confer protection
against neither acute [15] or chronic [14] excitotoxic
damage to spinal cord MNs.
Data on the effects of QCT in the MND setting are very

scarce. QCT increased survival of motor neuron 2 gene
mRNA in cultured fibroblasts from patients affected by
SMA [50], and increased survival of cultured lymphocytes
obtained from familial ALS patients caused by the mu-
tated SOD1 [51]. To the best of our knowledge, no studies
investigating QCT effects in MND models have been car-
ried out. However, the survival of embryonic spinal MNs
from rats was increased by QCT [52].
Interestingly, we found that QCT beneficial effects

were partially suppressed by the specific inhibitor of
SIRT1, EX527, and that SIRT1 is located in neuronal
cells in the spinal cord, specifically in their nucleus and
cytoplasm, similarly to previous findings [30]. These re-
sults lead us to propose that QCT activates SIRT1, and
that this is probably the mechanism of its protective ac-
tion, rather than its antioxidant activity, as discussed
above. In agreement, QCT-mediated survival in cultured
neurons in a model of herpes simplex virus 1 infection
was ascribed to the increase in SIRT1/AMPK axis acti-
vation [53]. In a model of hypobaric-hypoxic brain injury
in vivo, QCT prevented cognitive deterioration through
SIRT1 upregulation and consequent activation of peroxi-
some proliferator-activated receptor gamma coactivator
1-alpha (PGC1-α), one of the master regulators of mito-
chondrial biogenesis [23]. Further, in an in vitro model
of dopaminergic neuronal death induced by 6-
hydroxydopamine and MitoPark, QCT prevented neur-
onal death through the activation of the protein kinase D/
cAMP response element binding protein/PGC1-α axis,
which led to the augmentation of mitochondrial biogen-
esis and function [54]. These studies suggest that QCT
may exert its beneficial effects ultimately improving neur-
onal energetic state irrespective of its molecular targets.
How does SIRT1 activation protect endangered

neurons? Intense research has evidenced that SIRT1 is
involved in a vast amount of molecular pathways, most
of them intertwined in a complex signaling network that

links energetic and metabolic stress to changes in gene
expression through epigenetic modifications (histone
deacetylation) and modulation of the transcriptional
machinery (for a review on the subject see [55]). Which
signaling pathway is activated by SIRT1 depends on the
experimental model and conditions. Given the relative
lack of specificity of the polyphenols, genetic strategies
are most suitable to specifically study SIRT1. For
example, in a study of double transgenic mice that
overexpress SIRT1 in the central nervous system and
also harbor the hSOD1G93A mutation, an increased
survival was observed, partly due to activation of the
heat shock factor 1/inducible heat shock protein 70
chaperone system [56].
Interestingly, the chronic infusion of the SIRT1 inhibi-

tor EX527 alone did not affect motor behavior or
induced MN loss. Although SIRT1 expression in the
hippocampus seems essential for normal cognitive func-
tion and synaptic plasticity in mice [57], no studies have
investigated the role of SIRT1 in spinal cord physiology.
We hypothesized that EX527 infusion would enhance
excitotoxic MN loss and paralysis, since SIRT1 activity
would be impaired. Surprisingly, no additional motor
behavioral deficits or MN degeneration were observed.
Robust experimental evidence in vitro has pointed out
that excitotoxicity unequivocally leads to energetic
stress, commensurate with reducing amounts of
NAD(P)+ [58, 59]. Since NAD+ is SIRT1’s required sub-
strate for its catalytic activity [60], NAD+ depletion in
excitotoxic conditions would result in SIRT1 activity
downregulation, which will affect the signaling pathways
necessary for survival of the stressed neurons, as has
been recently shown [61]. In contrast, SIRT1 activity
could also have deleterious effects: consumption of NAD
+ in an already energetically compromised neuron may
trigger cell death pathways activation, for example
through enhanced poly(ADP)ribose polymerase activity
[62]. In fact, recent studies have pointed out that SIRT1
inhibition (with nicotinamide) or knock-down may be bene-
ficial for neuronal survival during excitotoxicity [63, 64] or
oxidative stress [65]. Therefore, we propose that the lack of
enhancement of MN death by EX527 might by due to an
increased availability of NAD+ for other prosurvival path-
ways, such as energy restoration, as has been suggested in
an in vivo model of prion-related neurodegeneration [66].
Besides paralysis and MN loss, we quantitatively con-

firmed that AMPA infusion induces an increase in astro-
glial and microglial cells in the spinal cord. This finding
was previously reported by our group, but only qualita-
tively [12]. Numerous studies have already established
the crucial role of glial cells in MN degeneration [67].
Our present findings suggest that the abundance of
astroglial and microglial cells is not related to neuronal
protection, since QCT protection was not accompanied
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by a reduction in glial cell number. This implies that the
molecular pathways modulated by RSV and QCT oper-
ate independently on MNs and glial cells, which argues
against non-autonomous cell death mechanisms [68].

Conclusions
In summary, chronic AMPA-mediated excitotoxicity in
the lumbar spinal cord in vivo induces MN death, mani-
fested as hindlimb paralysis, as well as astrogliosis and
microgliosis. The SIRT1 activator QCT prevents excito-
toxic MN death, paralysis and gliosis, in part through a
SIRT1-dependent mechanism, because the specific
inhibitor EX527 partially suppressed QCT-exerted neu-
roprotective effects. RSV and EX527 had no effect on
the AMPA-mediated excitotoxic spinal neurodegenera-
tion. These results contribute to establish polyphenols as
promising therapeutic targets in neurodegeneration, and
offer insights into their possible mechanisms of action.
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Additional file 1: Figure S1. Procedure for the chronic infusion of
drugs through osmotic minipumps into the L3-L4 segment of the spinal
cord and effect of the drugs used. (A) Schematic representation of the site of
infusion in the rat spinal cord (red dot), viewed from the animal’s dorsum; the
innervated hindlimb muscles by the respective spinal segments is indicated.
(B) Representative low-magnification photomicrographs of Nissl stained
lumbar spinal cord slices after 10 days of continuous infusion of the indicated
treatments. Black arrows indicate the site of the cannula insertion. Note the
effects of treatments (nm/d indicates nanomoles/day) on the MNs in the
ventral horns, which are shown at higher magnification in Fig. 3. Scale bar,
500 μm. (C) Representative high magnification photomicrographs of the
healthy MNs of the contralateral side of an AMPA-treated rat (left) and of the
degenerating MNs (right, white arrows) of the corresponding infused side
(marked by squares in the low magnification micrograph of the AMPA-treated
spinal cord). Scale bar, 100 μm. (JPEG 2065 kb)
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