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RESUMEN

RESUMEN
La neurodegeneracion observada en varios tlipos de enfermedades

neurodegenerativas, como la esclerosis lateral amiotrdfica, han sido

reIccnonodo con un mcremento en:la: neurotronsmimon glu‘romo’rerglco Sln

comporor |O vulnerablhdcd

medlonfe

mhnbtdor del frosporfodor el caodo Lfrons-

motorcs nl

no produce : ch‘erccnones

se cbs'e'r'

(4-AP),

concentraciéon ex’rrocelulor de gluf

aminopiridina

acompaiié de alteraciones motorq

confracciones de la pata

|p5|lo’rerol

alteraciones motoras ni kdo o ala

activacion de. los recep’rores ‘jhpo NMDA ‘y fnp;o—{:'ko;nofdfmj "geﬁeron




RESUMEN

excitotoxicidad en las motoneuronas. espinales, debido probablemente a

que este tipo de receptores no son muy abundantes en las astas ventrales. B

En confraste, la admlnlsfroclon:de ccndo a-amino-3-hidroxi-5- mehllsoxozol -4-
propidnico (AMPA) produ]o cll’reromones motoras, pcrchs:s Y uno severo :
pérdida de los mo’foneuronos en Ic medulo esplnol Es’fo suglere que las

mofoneuroncssu son-altamente vulnerables a-la excﬂrotoxmdcd “por-la=—

sobre’dc'tivdcié“n de los receptores AMPA, lo cual fue confirmado por el

hallazgo de que el antagonista de los receptores AMPA, 2,3-dioxo-é-nifro- -

1,2,3,4-tetrahidrobenzo  [f] quinoxalina-7-sulfonamida sal - disodio (NBQX)
evitd fotolmen’re los cambios conducfuoles la - pardlisis  y la

neurodegenerocnon de las motoneuronas que prOdUJO el AMPA,




ABRSTRACT

ABSTRACT
The neurodegeneration observed in various types of neurodegenerative
diseases, as the amyotrophic lateral sclerosis, has been related with an

increment . in cmsmlssion Nevertheless some

experiments in vivo hdy eose in ihe exfrocellulor Ievels

of glutomo’re does no’r

ipsilateral leg. Howe\(‘er" ale}
was observed, suggesﬁ' rele ; tion of
the 4-AP augmented the excitc , Yotor | iyr jroi v,f nof enough"
to produce excnfofoxncny The odmlnlstrohon of N 'me ! rfcn‘e (NMDA)

‘7 opionic. chd (AMPA)

: produced;
paralysis and a severe loss of ’rhe mofor neurons |n fhe spinal ‘cord. This




ARSTRACT

suggests that the motor neurons are highly vulnerable to the excitotoxicity
produced by overochvchon of AMPA recepfors, WhICh was conflrmed by )
the finding - fhot 1he onfogonlsf of AMPA recep’rors, ’rhe 23 leXO 6-nitro-

1,2,3.4- fetrohydrobenzo '[f] ,qyumoxallne»7-sulfonqmnde dl' sol’r (NBQX)

totclly preven’red , el !
neurodegenerohon of fhe mofor neurons produced by AMPA




LISTADE ABREVIATLUIRAS

LISTA DE ABREVIATURAS

4-AP 4-aminopiridina

ALS esclerosis lateral amiotréfica

AMPA 4cido o- omlno -3-hidroxi-5-metilisoxazol-4- proplomco

ChAT colina oce’nlfrcnsfercso R "

EAACI trcnsporfodor de glutcma'ro |denf|f|‘ cdo ‘

EAAT 1ranspor’fcdor de ommoomdo‘ oxcifc

GLAST fronsportodor de glufcmo’ro e

GLT1 Transpor’rodor de: glufcmo’ro ro’ro

NBQX 2,3-dioxo-é-nitro-1,2,3,4= 1efroh|dro en ko [f] qumoxolmc -7
-sulfonamida sal dISOdIO B

NMDA N-metil-D-aspartato i . ‘

PDC dcido L-trans-2,4- parrolldlndlccrboxmco

SNC sistema nervioso cem‘rcll

SOD1 superdxido dlsmu’rcso 1 i




INTRODUCCION

I. INTRODUCCION
El glutamato ha sido considerado el principal mediador de las sehales
excitatorias en el sistema nervioso central (SNC) incluyendo la médula

espinol desde la década de lo

enfo .como. quedo demosf ado. por :

En las sinapsis glutomo’ferglcos, el""",' , € Ilberodo; de

terminales presindpticas cuando, al Ilegd' un pofencml de 0cc10n se

despolariza la membrana, lo que cousd a r’rurc de canales de’ C<:12+ i

sensibles al voltgje. La entrada: de c ) sencodeno la fusién de lcas
vesiculas sindpticas que clmoceno I‘glutcmcl’ro en concem‘roaones fon ‘

a »presmcp’ncc produmendo Id

neurotransmisores: distiyon

recaptura parece.ser-el v

rlor de Ics celulcls se

especmcos llomodos‘ frcmspor’rodores, Ios cuales‘uhhzon os grcdlen’res




INTRODLCCION

idnicos establecidos en la membrana para transportar al glutamato desde
el espacio sinGptico hacia el interior de las neuronas y las células gliales.

El glutamato es un aminodcido no esencial que no cruza la barrera
hematoencefdlica por lo que tiene que ser sintetizado en el SNC a partir de
la glucosa y una amplia variedad de otros precursores. Las enzimas del
me’robolismo"_"delfgldfcmofo se han localizado tanto en'las neuronas como -

en las células gliales.

GLUCOSA

!

;Glu<'§=(3)é=Gln S — 1T
A

G|u<—T->ASp Glu

k@

x /é GLT-1

GLAST
} « Ne ‘)
Glu= Na’ S

Figura 1. Metabolismo de glutamato en estructuras sindpticas. La conversién de glutamina
(Gln) a glutamato (Glu) involucra la accidon enzimdtica de la glutaminasa @ dentro del
compartimiento mitocondrial. La formacion de glutamato también ocurre por un proceso de
transaminacion @. El glutamato sintetizado nuevamente es almacenado en altas
concentraciones en las vesiculas sindpticas. Después de ser liberado el glutamato al espacio
sindptico, es eliminado por los transportadores gliales (GLT-1 y GLAST) en donde es
convertido a glutamina @ por accion de la glutamina sintasa. La glutamina luego es
regresada a la terminal nerviosa. Alternativamente, algunas terminales nerviosas
glutamatérgicas tienen transportadores (EAACI1). (Dingledine y McBain, 1999)

£ glutamato es sintetizado y almacenado dentro de las terminales
singpticas. La sintesis del glutamato involucra dos vias principales: 1) ia
conversién de glutamina a glutamato, mediante la accién enzimdatica de
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la glutaminasa y 2) la transaminacion, a partir del a-cetoglutarato y otros

ominoécidos como lc olonino o eI écido ospdrﬁco (Fig. 1).
Ei glufcmcﬂ‘o reC|en smtehzodo es. olmccenc:do en las ves:culas

smophcos por.un: onsporfodor especnflco Despues de que: el;glu’romon‘o es

glutaminasa. (Dingledine y McBain, 1999; Bromon efq. 2 00).

Receptores al glutamato . L :
Con los avances en técnicas de bIOIOQIO molecula se‘hcn clonodo Yy
'glufcmc’rol (Hollmcn y .

caracterizado varios sublipos de’. recep'rores
Heinemann, 1994). Se han descrito cuatro hpo prlnCIpcles C
glu’rcmo’ro Tres del flpo ionotrépico los cuales se encue'm‘rcm coplcdos o
al por

e ecep’fores o

conoles idnicos y uno metobo‘froplco, que transduce lo

ochvccton de _procesos enznmcmcos osocnodos a profelnos G Es'ros)_f

recepfores difieren  en U es’rrucfuro, funcién, prop dades

elecfrofnsnologicos y formccologlcos _Los' recepfores |ono’rrop|c

expulscdo cl despolonzorse Ia membrono dejcmdo el concl su e hble d" :

abrirse (NOkOnlShl, 1992) La reguloaon de la operfuro del conol NMDA es '
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compleja ya que ademds del sitio de reconocimiento para el glutamato, el

receptor es modulado por glicina, que es sU co- cgonlsto esencuol Y ’rlener 7

ademds sitios para modulodores posmvos como lcs pollomlnos y otros porc:.

Zn2+, : profones

snempre "ensomblcdos po
(Hollmon y Helnemannv ‘
Los receptores ti b’:j

permeables al Nq‘f yK 4
Giampietro et al., 19;9'7

Los.,r,e,,cepfores flpo komoto estdn ensclmbld

los recepfores AMPA/komofo (Bettler y Mulle, 1995)
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|

GLUTAMATO
mGluR FECE 20
L ] L]
* GLUTAMATO  °
[ ]
[ ] [ ] L ] [ [ [ ]

PROTEINAG PROTEINAG

mGluR ™ mGluR ™ NMDA  "{AMPA ﬂ" KA rr'l

Ca* Na* Na*
PLC AC Na* (Ca**) (Ca**)
T IP3 TDAG l CcAMP
METABOTROPICOS IONOTROPICOS
GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 NR1 GluRt GluRS
mGluR1 mGluR2 mGluR4 NR2A GlR2 GluR8
mGIURS mGuR3 mGIUR6 NR2B GluR3 GlR7
mGIuR? NR2C GluR4 KA1
mGIluR8 NR2D KA2

Figura 2. Familia de receptores ionotropicos y metabotrépicos de glutamato. Cada una de
las dos principales divisiones de receptores de glutamato comprende tres grupos o clases de
receptores funcionales. Estan formados por numerosas subunidades individuales, cada una
codificada por un diferente gene. PLC, Fosfolipasa C. A.C, Adenilato ciclasa. IP3, inositol
(1,4,5) trifosfato. DAG, Diacilglicerol. cAMP, Adenosin monofosfato ciclico.

Los receptores metabotrépicos estdn presentes tanto en. la
membrana presindptica como en la postsindptica y no forman cdn\dles‘
ionicos. Estdn compuestos por 8 subunidades, mGIuR1-8. Dentro de ia
familia de receptores metabotrépicos hay variaciones en su secuencia. Se
han clasificado en tres clases o grupos (I-Ill} (Nakanishi, 1994; Pin y Duvoisin,
1995). Dentro de cada clase la identidad en la secuencia de aminodcidos
es del 70% y entre clases es de un 40% a 45%. Las subunidades mGluR1 y
MGIURS pertenecen a la clase |, mMGIUR2 y mGIluR3 a la case Il y mGIuR4, 6y
8 a la clase Il (Fig. 2). Cada clase de receptor activa diferentes

mecanismos de transducciéon. La clase |1 activa ia fosfolipasa C,

10




INIRQDUCCION

produciendo fosfoinositidos y la consecuente liberacidén de Ca?* de los
olmocenomienfos introcelulcres y dioci!glicerol gue a su vez activa a la

proteina cmaso C (PKC) Loys closes I y i es‘ron ‘negativamente acoplados
' ' o lntrccelulor de AMPc

dcdryrébdéréé de glufomoto (o Trcnsportodores

Hedlger, 1992; Pines et al., 1992 Fcurmoun ef Ol

fronsporfodores mues’rrc:n un

sus  propiedades ’fU’ﬁ’e
similares. Los tronspon‘o ‘
humc:nos Lorr‘
eleciroqunmico '
+1998). E sod|'o esr
potasio es requerldo pcrc

gradientes del Na*', K*; a ’rroves de la membron\"’"‘
como fuerza elecfromomz pcro e proceso de tronsporte que
acompafiado por CClmblOS en el Qoh‘cue y-en el pH (Bouy
transportadores EAACI y GLT] presentan la 5|gu[enjey,;

glutamato es tomado junto con 3 Na*y 1 H* y son intéfc’:qnﬁb ospor] K+,

11
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Por ofra parte, los transportadores tambien funcionan como canales de CI-:

el flujo de CI  es ocﬁvcdo por glutamato pero no  estd

termodmomlccmenfe ocoplodo al ’rromporte (Fairman et al;, 1‘9'95)'. E

frcnspor’rodor de glufomcfo GL -es el mds abundante 'y represenf :

el fo‘rol ;de{ profemo

,,em‘byrvoncx en. el cerebr
concenfrocuones ‘en-el al,
detecfodo excluswcmen

con uno oh‘o concem‘ a

degeneracion refmcl Olne dem
neuronal . (Clney cndk; Hy,o
demostraron  una |

neuroexcitatorias vy

receptores (Olney, 1969)
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debido a la sobreactivacidn de los receptores ionotrépicos vy
metabotrépicos de glutamato (Bittigau y lkonomidou, 1997).

Sabemos que una excesiva activaciéon de los receptores de
glutamato es responsable de hiperexcitacién, dafo y muerte neuronal

Mutaciones - FALS
S0D

izaci6
Metabotropicos ‘ /1/ Despolarizacién
‘ T Falla Encrgetica NEURONA
1P, POSTSINAPTICA
NMDA \
\ ﬁ f \\ / Mltwm
NEURONA
Radicales
PRESINAPTICA Glu — [Caz’] Libres
o / \ \\ 4
Vv8SC Lipasas ‘ Peroxidacién -
GLTl Daflo de Lipidos
\ \ Nuclear /
Q ,, Dafio Membranal
Célula Glial vsce

Figura 3. Representacion esquematica de los sistemas bioquimicos involucrados en la
excitotoxicidad neuronal. Receptores AMPA, NMDA y metabotrdpicos. EAAC1, GLASTYy
GLT! son los tres transportadores de glutamato. IP3, inositol (1,4,5) trifosfato. SOD,
superoxido dismutasa. VSCC, canales de caicio sensibles al voltaje. SALS, esclerosis lateral
amiotrofica esporddica. FALS, esclerosis lateral amiotréfica familiar.

(Olney, 1969; Lipton y Rosenberg, 1994; Tapia, 1998; Tapia et al., 1999) que
se manifiesta inicialmente en forma aguda por hinchamiento celular
provocado por la penetracién de diferentes iones en el interior de 1a célula
{Fig. 3). Esos cambios idnicos se acompafian de la entrada de agua y por
consiguiente del hinchamiento de las neuronas. Mds tarde, el daho se
desencadena por la entrada masiva de Ca?* a ia neurona con el

consecuente aumento en la concentracion citopldsmica, mds alld de la

13
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capacidad de amortiguamiento intracelular del catidn. Esto produce dano
y muerte neuronal debido a la activacién de enzimas tales como las - -
proteasas, Ilposos, endonucleosos y fosfollposcs, lo que IIevo o Idf; '
’ n: de.protemcs v fosfollpldos de Io memibrono a generqcuon' -

desinfeglrcjao

activid -K ultado es que:
alte ' oncentracion -
cilitdndose la

93; Louvel et

oumento por mhlblcnon de su trcnspor’re, ‘nc €
neurodegeneromon ni en el hipocampo ni en el estriado de ro’rc (MOSSIeU ,
et al., 1995; Massieu y Tapia, 1997), lo que sugiere que se necesnfon otros

condiciones para sus efectos téxicos.

Glutamato y las enfermedades neurodegenerativas

Un gran nimero de enfermedades neuroldgicas, colectivamente referidas
como enfermedades neurodegenerativas, comparten caracteristicas '
patolégicas de una gradual y selectiva perdida neuronal. Parece ofrdcﬁ'vo

considerar que la neurotoxicidad enddgena del glutamato esté

14
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involucrada en algunas de esas enfermedades, pero en muchos casos la

evidencia no es contundenfe

desconocen, pero se hon relouonod
mferocfuon em‘re SI la sobreochvoqon d‘

excu’rodores . (gluicmo’ro prunupolmente)

muerfe neuronal por destruccuon 'rcm'r’ rﬁbrdhds plasmdticas
como de los organelos mfrocelulores (Coyle, y‘Put’rforcken, 1993; Tapiq,
1998; Tapia et al., 1999). e

Il. ANTECEDENTES

Médula espinal
La médula espinal es una masa cmndncc de tejldo nervnoso que ocupa el
ne. 45 cm de longitud y se

conducto vertebral, en el hu;“o

extiende desde el agujero occnplfcl don‘ ‘_e_e'conhnuo con el bulbo hasta-

la regién lumbar. Estd profegldo por membrcmcs Hamadas menlnges‘

15
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duramadre, aracnoides, piamo-dre y el liquido cefalorraquideo (Fig. 4B}, La
duramadre es una membrana fuerte, denso y fibrosa que envuelve lo
médula espmcl y fodo el SNC La aracnoides es una membranc delgc:da e

lmpermeoble que recubre ’fofolmen’fe Ia medulo esplncl se

1-piamadre es una

dosc infimamente a

La médula esfcx compuesfo por una susfoncuo gnsv

neuronales. y por la sustancia blanca formodc por gllo Y. fibra mlel!nlzodas
ascendentes y descendentes (Fig. 4A). :

16
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A B —
3
Nervios Cervicales —
| / | o
oin
S
/ |
;—‘ Torscica
) oy &ll\ '
.T‘ I‘, f N - |
7 A Lol Ul
IS o T e
Lumbar
B / \) Niceo da ~ ,f | ___'-—
éN/ \ ~ Tarminacion de ta __L m‘:?
] Médula Espinal 1

Caota do Cabaltio Ez ——— T T Y

/ Meninges de ia Médula Esplnal

- Méta
Espinal

Plamadre  — '

TN //
Y%] / Aracnoloes ,| _____ PR
Ouramadre "7\ ',/

Figura 4. Organizacion de la médula espinal a diferentes niveles. En A se observan los
nervios espinales individuales que estan relacionados con las diferentes regiones de la
médula espinal, hay 8 nervios espinales cervicales, 12 toracicos, S lumbares, 5 sacrales y 1
coxigeo. En B vista dorsal del cerebro y la médula espinal, asi como diferentes cortes que

muestran las caracteristicas morfolégicas de la médula espinal y por ultimo en el recuadro
inferior se esquematizan las 3 meninges que recubren la médula espinal.

Las fibras ascendentes constituyen los haces ascendentes que son

sensoriales y conducen los impulsos que reciben de la piel, visceras,
musculos y arliculaciones a las distintas zonas cerebrales.
Las fibras descendentes constituyen los haces que son motores y

conducen los impulsos que provienen de los centros superiores del cerebro

TESISCON | 7
FALLA DE ORIGEN |




INTRORUCCION

a ofros que radican en la médula o bien a los musculos vy las gldndulas. La
sustancia gris a cada lado de la médula tiene unos ensanchamientos
llamados "cs’rcns" cns’fo venfrcles ) onTerlores csfc dorsoles o posterlores Y el

asta loterol que

moforcs, lo que da orlgen c respues’ros eflejas .que: no neces:’fon ser

mofoneuronas alfa que dom ongen o,gréhdes flbrcs nervuosos fipo A (olfc) B

que varian entre 10y 20 um de dlometro e mervon Ics grondes fibras

18
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musculares esqueléticas y las motoneuronas gamma que estdn ubicadas
junto con las motoneuronas aifa. Las motoneuronas gamma transmiten
impulsos a froves de flerS tlpo A (gommc) de un dlcmetro promedlo de 5

especnoles m

um a flbrOS m s'ul‘

ngS'medqur, en Ics astas dorsoles,' en la }
intermedias .entre estas dos. Son 30 veces:mas

motoneuronas, son pequefias Yy m_'u' ,en numerosos

interconexiones y muchas de ellas inervc a mofoneuronos venfroles

La médula espinal fcmblen 'ﬂene un grcn nomero de pequenos

interneuronas llamadas celulcs de R locollzodcs en Ios os'ros
ventrales en intima osoc1<:1C|on con Ics mofoneuroncs, esfos son celulos

inhibitorias (Guyton, 1994; Brodal, 1998)

Medulc espinal y glutamato

Los cuerpos celulares de las motoneuroncs supenores es’rcm Iocollzodos en
la capa V de la corteza motora prlmcmc en el cerebro, y sus oxonesi
proyectan hacia la médula espinal y tallo cerebrcl donde hacen
contactos sindpticos con las motoneuronas mfenores Las mofoneuronos

superiores proyectan sus. dxones hccuo Io medulo esplnol dlrec’romen’re o'.

través de frcncfo corhcoespmol

medlodo pnncnpolmente por recepfores de glufomon‘o del ﬂpo no-NMDA

19
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(Hori et al., 2002). Por otro lado, también se ha propuesto que algunas
neuronas mfrmsecos en la medulo esplncl unhzon glufcmofo como

neurotransmisor, ya que cuc:ndo se. rechzo Io ophcocuon de cnfcgonlsfos

'ranfo, desde que Curfls y‘

proboblemente se orlglncm en los flbrcs la’ oferen’res primarias: (Ma

al.,1990}. En conclusién, todo esto sugiere que el glutamato eé;éylv;fpr‘irhc':i‘pdl

neurotransmisor en las terminales aferentes primarias.

Receptores de glutamato en la médula espinal
Estudios de hibridacion in situ y de inmunohistoquimica han revelado
distintos patrones de distribucién de RNAmM y de inmunoreactividad para los

distintos tipos de receptores, tanto ionotrépicos, como metabotrépicos, en

20
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la médula espinal de rata. A continuacién se resume brevemente su
distribucion.

Recepfores flpo NMDA. La expre5|on de RNAm de la subunidad NR1

. no hc:y expresionf

en Icns asTas

Recepfores flpo AMPA
en Ios astas ventrales es. mur
las subunidades GIuR2, 3y
2000). T

Recepforesi'fibo' Kd

Io_sub,unl‘d c
Pefraliar et

subunidad: mGIlUR4 expre NAmM: - a :
inmunoreactividad, por ulhmo la subunldc:d mGIuR7 ’ﬂene unq xpreS|on de -
RNAmM baja, pero no tiene mmunoreoc’nvndod (Shlgemofo y Mlzuno 2000)

Esclerosis lateral amiotréfica | _ : ,

La esclerosis lateral amiotréfica  (ALS), :es una enfermedod
neurodegenerativa que se caracteriza por la: perdldo progresnvo Y
selectiva de Ias motoneuronas, prmcnpolmen’re de Ic:s porCIones mferlores, ’

de la médula espinal y el follo cerebral osn como de las motoneuronos

21
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superiores de |la corteza cerebral. Esta degeneracién causa una pardlisis
progresiva que comienza en las ex’fremldcdes mferlores por perdldo de las

motoneuronas produciendo una c:’rroflc progres:vo del musculo esquele’nco .

y puede llegar a los musculos de ldmandlbulo : Inlcmlme‘n’fe fué descrlfo o

Generolmen’re eSffo’roI con una duracnon de oproxmodomem‘e 5 cmos o
(Gurney et cl 1998 Jullen, 2001 Clevelandy Ro’rhsfem 2002) » ‘ _’ k
Se han descnfo dos ﬂpos de'ALS, que ﬂenen Ios "mismos sm’romcs Y

patologia. La prlmero es Io escleros:s Ion‘erel omloiroflcdfomlllor (FALS) con,f',

un 5-10% de los ccsos, que ﬂene un pcn‘ro"‘? de herencuo aute omlco, -

dominante y un’ 20% de Ios CCISOS fomlllores se hon osocmdo con~

factor que la produce o , :
La edod fipica para el comlenzo de la FALS es enfre 50“y 60 onos
Ambas formcs presentan un progresivo deblln‘cmlen’ro, o’rroflcl musculcr

gue causa rigidez e interfieren con el caminar y el habla.
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Se han postulado varias hipdtesis de la posible generacidn de esta
enfermedad: dafo oxidativo debido a Io acumulacién. de  especies
reactivas de ox1geno, ’roxmdcd ccuscdc por uno gononcm de funcién de
la enzima SOD]I mufodo, esfrcngulcoon oxonol ‘por. Ja ccumulocnon
anormal de neurofilamentos y excﬁofoxncidod ccusodc por la deﬂmencuos

en el fransportador del glutamato. . oo 0

Mutaciones en la SOD1. N e o
La enzima SOD1 se expresa en casi todas las células del organismo y se
encuentra tanto en células neuronales como no 'nAeurthlres : ,dyeyl‘; SNC
(Pardo et al., 1995). Es un homodimero de 153 aminodcidos Y-js'uvprincipcl
funcion enzimdtica es la de catalizar la conversidn del radical sUpé’ré&fdﬁ a
peroxido de hidrégeno: |
SOD1
202" + 2H* —» H202+ O2

La catdlisis depende de los iones Cu2+/In2+, presentes en el sn‘lo
activo de la enzima (L|ochev Y Fridovich., 2000). El radical superomdo es-un
intermediario muy reocﬂvo_formcdo_ por-la reduccién del Oz en la cadena
respiratoria y es un poderoso qgénték'oxidonfe, por-lo qUe si sus niveles no
son controlados puede IIev¢1r a la peroxidacion de lipidos y la oxidacién de
proteinas. Por esta razén, cuolq“Ui‘er cambio en la funcién enzimdtica de la
SODI1 puede tener consecuencias devastadoras para el ambiente celular
(Olanow, 1993; Coyle y Puttforcken, 1993; Gurney-et al., 1998; Kruman et-al,,
1999). L

Desde que se descubrleron las mutaciones en la SODI casocu:dos a-
la FALS, se han descnto olrededor de 90 mu’focmnes dlferem‘es en el gene‘

gue codifica pCerl esfo enzma Muchos de estas muiocnon %
la sustitucidn de un- ommoc:cndo (Clevelond y Rothstein, 2001.

esto se han desc:rrollodo ratones transgénicos con el gene humono‘
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mutado, como el G93A (Gurney et al, 1994) que tiene cambiada unag
glicina por una alanina en posmon 93, el G37R el GSSR (Bruun et al, 1997) 7
que re’nenen ’rodo su cchwdod y uno que con'ﬂene uno mutocnén en el ’

gen murino.. 86

1997).
tienen degenerocién de Ias ,kl"ﬁo"fd

(Bruun el‘ dlr

Pofologlcoment

los pacientes con ALS:

Entre los posi‘bles mecanismos " de ,cmo celulor prOdUCIdO por lo

SOD1 mutante . esfc sU- COpOCIdCId’ ordusor el peréxido de hldrogeno
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como sustrato para generar radicales hidroxilo, que pueden danar al DNA,
proteinas y membranas Iipidicos (Wiedau-Pazos. . et al., 1996) Se ha
demostrado que en presencm de perox:do de hldrogeno Icn SOD] ‘mutada

de neurodegenerocuon
actividad de la SOD1 mutada.

mvolucre procesos mdependle_:fe

Hipétesis de excitotoxicidad por el glutamato en la ALS. S
Diversos estudios han postulado la hipdtesis excitotéxica de'ld:s \LS, debida

a un incremento en la neurotransmisién glufcmofékgiccf
espinal como una posible causa de la enfermedd
inicialmente que los niveles extracelulares de glg‘v’r 1m

(Plaitakis, 1990) asf como en: |lQUldO cefclloro oll
se encuentran oumenfodos en Io "‘p
evidencias de que: en los rcfones fro

los niveles extracelulares de glufemoto en Ic con‘

aumentados (Alexander et al., 2000}.".

Otros hallazgos muestran que Ia ochv:dcd del«"r
glutamato (EAAT2 o GLT1) tiene una menor ochwdod e
y corteza cerebral, en los poaenfes con SALS (Rofhsfe ‘

Esta deficiencia provocaria una disminucién en lo del‘glutamato

del espacio sindptico lo g:uol generaria excl’ryotoméidé Refrny's_’rein et al,
1992;1995). .. e o
En opoyo d'esfc hlpofeS|s, ofros esfudlos demos’rroron que la

ogico del fronsporfe de glufomcn‘o en cultivos

lnhlblaon forn'lq )
orgonohplcos?de‘medulo esplnol (Rofhsfeln et cl 1993, Rothstein y Kuncl,
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1995}, asi como el bloqueo de la expresidon del transportador GLT1 con
ollgonucleohdos onhsen’ndo in vivo (Ro’rhstem e’r ol 1996) causaron muerte

la SALS (Rothstein, 1996}." Lcs mo'ron ,

tanto in vivo (Hugon et ol., 1989), cemo '

Carriedo et al., 1996;-Van- Den Bosch,y»Robberech 2000) Los mecenlsmos ‘

de la selectiva vulnerclbllldcd de Ias

los receptores AMPA no se conocen. -En* pnncnplo, lcs dlferenC|cs en la

vulneroblhdod a: gOI’]ISfGS de los recep’rores AMPA en’fre las mo’roneuronos
y ofros neuronos esplnoles podrian resuh‘or de dlferencnos en lo expre5|on

del recepfor AMPA y/o de diferenciais en fenomenos que estarian
modulando ‘la entrada de Ca?t. Se ha generodo gran interés en la

26
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posibilidad de que la vulnerabilidad selectiva de las motoneuroncas puede

resultar de la expresidn predominante de recep\‘ores hpo AMPA que

carezcan de Ic ‘subunidad GIUR2 en este hpo celulcr, los cuoles como ya se
menciond, son. clfomem‘e permecbles ol Ca2+ (. WIIIIClmS e’r cl, 1997 Show
et.al,, 1999 Show 1999) o
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lil. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En nuestro laboratorio se han estudiado durante varios afos los
mecanismos de muerte neuronal en diversos modelos de enfermedades
neurodegenerativas que se relacionan con la sobrecc’nvocnon de los.
recep’rores del glufcmofo Se hon‘ uhllzd ! f‘drogos que mhnben "el ’rronsporfe

hlpocompo yenel esfncd:b, pero esfe aumento no couso dégeneramoni :
en esfos orecs'(Mcsmeu et ol ]995 Massieu y TGpIO 1997) o b!en drogos¢
que oumem‘on la liberacién de glutamato, como la 4- ommoplrldmo (4- AP},
la cual se ha demostrado que  produce lntensos‘ convulmones, Y

neurodegeneracién del hipocampo (Pefia y Tapia, 1999; 2000)

IV. HIPOTESIS , o ,
La posible neurodegeneracion y Ic muerfe d_e‘ Ias mofoneuronos que,‘

ocurre en Icn ALS se debe 0 un "fenomeno de excitofoxucudadf

extracelular sobre Ios mofoneuroncl enﬂla medulqespmc:l de;ld ro’ro Poro
ello se administré el PD Hpcro ’hlblr el trcnspor’re de glufcma’ro, y Io 4-AP

para estimular su I1bercc10n

28




DPLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA, HIPOTESIS, ORIETIVOS

2. Comparar la vulnerabilidad de las motoneuronas espinales de |a rata al
dafo producido por - distintos  tipos de agonistas de receptores al

glutamato.

3. Conocer Ios, p05|b|es efectos protec’rores de cn’rcgomsfos de Ios dlshn’ros o

las - mofoneu onas |
excufo’roxlcos o

29




METODOLOGIA

VI. METODOLOGIA

Cirugia y microdidlisis
Se usaron ratas macho de la cepa Wistar con un de peso 290-310 gr las
cuales fueron anestesiadas con una mezclo de 4-5% de halotano en 95%
02/5% CO2 y se montaron en opcro’fos esfereo'rcxncos porc medula espmol

con una. olmohodnllo |soterm:cc
poder mcntener lo Mg
reollzo L '

omlnooados, y en Ics dos SIQUIen’res
perfusién por un medio de pofcsno lOO mM (cdlc so‘i0¢ié'n'~ ‘
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Krebs ringer normal y reduciendo Ia concentracién del NaCl
proporcionalmente para mantener la osmolaridad) o conteniendo las
diferentes drogas. Por ultimo se procedié a recolectar 3 frcnccio'nes,‘

adicionales con solucién Krebs Una vez concluido el experimento se- suturd -

~~lc cnesfesu:l y se mon’ruvaeron los

‘la plel deI onlmol se :descom‘lnu ,
animales en cajas duronte:sﬁdlos en el bloteno con cguo y: comido eszad o

Drogas : A : RN , :
Se perfundio por la ccnulo de mncrodmhsns el |nh bdor del 1ron5porfe de
glutamato dcido L-frons 2,4- plrrolldlndlcorboxﬂfco’ (PDC) (Tocns, Lcmgford

Bristol, U. K) a. uno concen'rrcncton de 25;yf503

A _(Morales Vlllcgrcn etal, 1:996) Lo :

osmolondod fue mctm‘enldc por reducaon ;de la concentracién del NoCl -
proporqonolmem‘e En los expenmen’fos con 4 omlnopmdlno (4-AP) (Slng, .
St. Louis, MO US.A.), que es un bloqueodor de canales de po’rcsno y

produce  liberacion de neurofronsmlsores se adicioné al: medlo;_de ,
' 35 mM durcn’fe{%u >

cnones,

mICI’OdIGIISlS a dlferenfes] ]

fracciones o 70_mM u
por reduccuon e
Se; u'nhzoron C

glufomato NE Mehl D_’vs‘ rt , OXI-5-

metilisoxazol-4- proplomcof on .usados a

; :cdnUIc de

diferentes concenfrOCIon

y 8 mM durante dos frcccnones (Tocns Cookson, Lcngford anfol u. K) el
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AMPA se perfundidé a una concentracién de 1.2 mM durante una o dos
fracciones, 24 mM durcm‘e una o dos frocc:ones, 6 mM duronfe dos
fracciones y 12 mM duran’re dos frccqones (Tocrls,,Langford Bristol, U. K)

dos ,f,.r_c,cc n
disueltos

Krebs-Ringer normal para alcanzar una concem‘rocwn de»5QO»,HM'; g

Observacion conductual ST
Todos los animales tratados con las diferentes ‘Co’ndiéiones experimentales
se observaron durante la cirugia y después durante 5 dias, hasta que se

sacrifican para realizar la evaluacién hiStolégico. :

Evaluacién histoldgica ,
Al qumto dia despues de haber recllzcdo eI expenmyen’ro, los onlmoles se

de 10, 20 y 30 % durante 24 horos respechvcﬁ ente. qs~mé'dle_ds‘ffuéroh
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embebidas en tissue tech y se obtuvieron cortes coronales seriados de 40-
S0 pm en un crlostoto Cor’fes alternodos de la medulo se hneron con

violeta de cresnlo o se 1rotoron paro 1nmunohlsfoquim|co como se descnbe

canulo cubnendo ’fodo eI oreo que se observc en Ios cuodros mserfcdos

enlas mlcrofofogrcflos de la ra’ro com‘rol _‘ fi‘v? . _ i

Inmunohistoquimica : .

Dado el cardacter colinérgico de Ics mofoneuronas espinales, éstas se
identificaron mediante la deteccnon de Io enmmc ‘colina acetiltransferasa
{ChAT). Los cortes de la medulo se coloccron en cajas hlsfologicos por
flotaciéon con 500p! PBS 0.1 M, y‘se mqm‘uvueron bloqueando durante 2
horas con albdmina disuelta en‘buff'er"de fosfotos (BSA) al 5%, en agitacion.
Los cortes se mcuboron posfenormente con un anticuerpo primario de
cabra anti-ChAT (Chemlcon, Temeculol CA) a una dilucién de 1: 200 en
|foh (PBS-Tx) 0.3 %, durcnte ’rodo la noche con

buffer de fosfo’ros con
cglfcaon consiom‘e o femperofurc cmblen’re

-Uales no:se od1C|ono el anticuerpo

Se "‘eallzoron com‘roles a los’

lisngmente dia se Iovoron los eces durcm're 10 min con

primario. >
PBS-TX 03%, gse adiciond el on‘rlcuerpo ecundorlo (IgG Biotinilado anti-
cabra) (Vecfor Laboratories, Burlmgcme, CA)id uno dilucién de 1:200 en
PBS-Tx O. 3% y se incubd durante 1h. Despues‘ de 2 lavados de 10 min con

PBS-Tx 0. 3%, se agregd avidina ccoplcdq fTexas Red (Vector Laboratories,

Burlingame, CA) a una dilucién de 1 200 ken PBS-Tx 0.3% (pH de 8.2). La
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avidina se preparé 30 min antes, en la oscuridad, y se guardd en
refrigeracién. Una vez incubadas fas muestras con avidina se cubre la caja
totalmente con 'pdp'ejl ‘aluminio, se mantienen en la oscuridad y'co'n”
agitacion con’rinUdmen’re’durdnfe 1h. Por Ultimo se realizaron 2 lavados de -
10 min con PBS y Ios con‘es : egmorntoro 'en por’roobjefo con medlo de :

mismo volumen de of’rcldlcldehfdo (OPA) y"3 m

de- 25: o 75% meicnol La defecdon se recllzo or o.m,

manera.

Andlisis estadistico

Para analizar los cambios en -las concentromones de cmmoccndos se
realizd una prueba T de Sfudem‘ pcreodo EI con’reo neuronol con los
diferentes frofcmlen’ros fue c:nohzodo con la: pruebo esfodlsflco ANOVA 7

con comparaciones- posf hoc de la pruebo Flsher
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VII. RESULTADOS

Control

Las concentraciones basales de glutamato y aspartato en las fracciones
de mICI'OdICIlISlS de medulc espmol de la rata fueron similares en cada

prodUJo lesnon de Ics mo’r
(Fig. 5 F y. G) muestr"

collnerglccs Pq‘

en ausencia del anticuerpo primario. No se observo mmunoreoc'ﬂwdod en

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

Despolarizacién por alto potasio ,
Las ratas tratadas con potasio 100 mM ‘duronte_dp;sr‘ftocciones de
microdidlisis no presentaron ninguna alteracién  conductual durante la

administraciéon ni después de terminado el exp‘ervim‘eni‘o.
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Figura 5, Micrografias representativas de una rata control perfundida solo con medio
Krebs (n = 8). Se muestra la morfologia de las motoneuronas de la médula espinal
lumbar, 5 dias después del experimento. A, B y C, teflido con violeta de cresilo. En A se
observa el tracto de la cédnula de microdidlisis en el asta dorsal ipsilateral (flecha); By C
corresponden a los cuadros en A. D y E Inmunohistoquimica de la ChAT en las astas
ipsilateral y contralateral respectivamente, procesadas en ausencia de anticuerpo
primario. Nétese la ausencia de teiiido en las motoneuronas. F y G Inmunohistoquimica
de la ChAT en las astas ipsilateral y contralateral, respectivamente. Nétese que las
motoneuronas en las astas ventrales se encuentran bien preservadas en todas las
micrografias. Barra =400 pmen A, 150 ymen By C, 75 umen D, E, F, y G. En todas
las micrografias los cortes tefiidos con violeta de cresilo y con la inmunohistoquimica
para la ChAT son de la misma rata. Para datos cuantitativos de ésta y las siguientes
micrografias véase la figura 18.

La perfusidon por microdidlisis de potasio 100 mM se realizd comd un
control del tejido, para verificar la llbercmon de OmInOCICIdOS dependlente
de despolarizacién y asi verificar el funCIOnomlem‘o de nues’rro SISfemo de
microdidlisis en Ia médula espinal. El alto K* prOdeO un Ilgero oumen’ro en Io'
concentracién extracelular de glufomo’ro y osporfcn‘o (F|g 6A) También se
observé un ligero aumento de los otros omlnocéldos analizados, glutaming,
glicina, alanina, taurina vy el GABA (dctos no mos’rrodos) También en la

figura 6 se muesiron las mlcrogroflos d corfes transversales de médula

espinal de una rata frofcdc co ’;pofOSIOWO'OAmM tefidas con violeta de

cresilo. En estas mlcrogroflcs se pued" precmr el tejido sano.

PDC

Las ratas tratadas con el inhibidor del frdnspor’re ,de‘glufcmato PDC, 25'y7~50
mM durante cinco fracciones de mi"c‘fo’didlisls, no presentaron ningun tipo
de alteracién conductual, ni - duranfe ni- después de. concluudo el

experlmem‘o

Cucndo se: jc:udm i

'menfo de glutcma’ro

concentracién (50 mM) se observé un mayor al
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endogeno extracelular, Como se muestra en la figura 7, la concentracion

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

veces durante el periodo de 60-90 minutos que durd la perfusidn.
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Figura 6. Efecto de la perfusién con potasio 100 mM, durante 2 fracciones (barra
horizontal) sobre la concentracion extracelular de glutamato y aspartato en la médula
espinal de la rata (A). Inserto. Grifica que muestra el promedio de las 3
concentraciones basales y del incremento al pico, producido por el alto potasio. Los
datos representan el promedio + E.S. de 10 ratas. B-D micrografias representativas del
efecto del potasio 100 mM. La morfologia de las motoneuronas de la médula espinal
lumbar (tefiido con violeta de cresilo), 5 dias después del experimento es normal. En B
se observa el tracto de la canula (flecha). C asta ventral contralateral. D asta ventral

ipsilateral. Barra=400 umen B, 150 pmen C y D,
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Figura 7. Efecto de la perfusion
con PDC 25 y 50 mM, durante 5
fracciones (barra horizontal) sobre
la concentracién extracelular de
glutamato y aspartato en la médula
espinal de la rata. Inserto. Gréfica
que muestra el promedio de las 3
concentraciones basales y de las 5
fracciones con PDC. Los datos
representan el promedio £ E.S. de 6
ratas para PDC 25 mM y de 15
ratas para PDC 50mM, *P < 0.05,

**P < 0.01, significativamente
diferentes al promedio de sus
basales.
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Figura 8. Micrografias representativas del efecto con PDC 50 mM, 5 dias después del
tratamiento observado en 15 ratas. B y D, lado contralateral, C y D lado ipsilateral. La
morfologia de las motoneuronas es normal, cuando se visualizan con violeta de cresilo
(A-C), como con la inmunohistoquimica de la ChAT (D-E). Barra = 400 um en A, 150
pmen By C, 75 um en D y E. La flecha indica el tracto de la canula.
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RESULTADOS

La figura 8 muestra las micrografias de los cortes de médula espinal
de las ratas fro‘rcdcs con PDC 50 mN\ A pesar del considerable aumento

en la concentrocmn ex’rracelulor de glufomc’ro durante 60-90 minutos, no

se observa neurodegenerccnon de Ics mofoneuroncs,,como se conflrmc
Io flgurc 19 y por la

por los datos cuonhtchvos mostrcdos e

mmunohs’roqwmnco de Ic ChAT

4-AP RN, : AN : - o
Todas las rofos ’r'o’rcdos con',"AP 35 mM durcnfe uno o dos fraccnones de
microdidlisis, y con 70 mM' urdn’re d froccno" e 'presentcron OIferocuones‘

horcs, y se ocomponoron . n, olo’feroles y occsuonoles :
movumlentos bruscos de la cola. odcs Ics ron‘cls se recuperoron en uncs 3 5
horos y al siguiente dia no presem‘oron nlngunc oltercdon moioro

Cuando se realizé |Cl odmlmsfromon de 4 AP 35 mM durcmf

de glufomcn‘o : y lo concentracuon de osparfc’ro

9).
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RESULTARQS

Figura 10. Micrografias representativas del efecto con 4-AP 35 mM, durante dos
fracciones 5 dias después del tratamiento observado en 11 ratas. B y D, lado
contralateral, C y D lado ipsilateral. L.a morfologia de las motoneuronas es normal,
cuando se visualizan con violeta de cresilo (A-C), como con la inmunohistoquimica de
la ChAT (D-E). Para la escala véase figura 7. La flecha indica el tracto de la canula.
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RESULTADOS

En las ratas tratadas con 4-AP 35 mM durante dos fracciones no se

observé dafo de las motoneuronds, a pesar de que se produjo un

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

pesar de la alteracion motora manifestada principalmente por las

contracciones de la'pata ipsilateral, (Figs. 10y 19).
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Figura 11. Efecto de la perfusién
con NMDA 12 y kainato 8 mM,
durante 2  fracciones  (barra
horizontal) sobre la concentracién
extracelular de glutamato y
aspartato en la médula espinal de la
rata. Inserto. Grafica que muestra
el promedio de las 3
concentraciones basales y el
promedio de las 5 fracciones con
NMDA o kainato. Los datos

representan el promedio £ E.S. de 7
ratas para NMDA y de 8 ratas para
kainato, *P < 0.05, **P < 0.01,
al

significativamente  diferentes
promedio de sus basales.
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RESULTADOS

Agonistas de los receptores de glutamato

Las ratas que recibieron NMDA 12 mM durante dos fracciones de
microo'l'ic’zlrisis; o kainato 8 mM durante dos fracciones, no presentaron
olteracuo‘nes motorcns Algunos de las ro’ros fra’fodcs con koma’ro 8 mM

‘ InenCICI UI’II’]OI’ICI

En

frcccuones mostraron rigidez y confroccsones de la. pcn‘o |p5|lotercl casi

mmedlofomen’re después. . de que se recuperoron de la cmes’resm

Alrededor de 1 horc despues, Todos Ios rofcs Tuvneron un perlodo de giro

contralat ral, - con mov:m|en’ros brusco e Io ~olc:u, y olgunos de ellas

empez'qron-;‘cn orderlo Algunos rata presen’rcron mconﬂnencm unnonc

ratas se socrlflccron (Flg 14)
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Figura 12. Micrografias representativas del efecto con NMDA 12 mM, durante dos
fracciones 5 dias después del tratamiento observado en 8 ratas. C y E lado contralateral,
B y D lado ipsilateral. La morfologia de las motoneuronas es normal, cuando se
visualizan con violeta de cresilo (A-C), como con la inmunohistoquimica de la ChAT
(D-E). Para la escala véase figura 7. La flecha indica el tracto de la canula.
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Figura 13. Micrografias representativas del efecto con kainato 8 mM, durante dos
fracciones 5 dias después del tratamiento observado en 7 ratas. By D lado contralateral,
C y E lado ipsilateral. La morfologia de las motoneuronas es normal, cuando se
visualizan con violeta de cresilo (A-C), como con la inmunohistoquimica de la ChAT
(D-E). Para la escala véase figura 7. La flecha indica el tracto de la canula.
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Figura 14. Fotografia de las ratas traltadas con AMPA 6 mM, 24 h. después del
experimento. Las ratas presentaron pardlisis de la pata trasera.
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RESULTADOS

Cuando se redlizé la administracion de AMPA 1.2 o 2.4 mM durante una o
dos frccaones, respechvomente,rno se observo un mcremento en Ior
concentraciéon exfracelular. de glufomoto n| de ospcr'fclfo (dcn‘os no 7
mostrados) La qdmwsfrocuon de AMPA 6 mM. duron’r" ‘dos: froccnones no:

blogueados cuo‘nydéyfs

cambios significcfi\/os .

NBQX protegid en un 60 % con’rro la degeneroclon de los mofoneuronos
que produce el AMPA (Figa 18 y 19). ‘
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RESIUTAROS

Figura 16. Micrografias representativas del efecto con AMPA 6 mM, 5 dias
después del tratamiento observado en 8 ratas. Notese la perdida de
motoneuronas en el lado ipsilateral, cuando se visualizan con violeta de cresilo
(A-C), como con la inmunohistoquimica para la ChAT (D-E), y la
preservacion de la morfologia normal en el lado contralateral. Para la escala
véase figura 7. La flecha indica el tracto de la canula.
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BESULTAROS

Figura 17. Micrografias representativas del efecto con AMPA 12 mM, 5 dias después
del tratamiento observado en 11 ratas. Noétese la perdida de motoneuronas en el lado
ipsilateral, cuando se visualizan con violeta de cresilo (A-C), como con la
inmunohistoquimica para la ChAT (D-E), y la perdida parcial de motoneuronas en el
lado contralateral. Para la escala véase figura 7. La flecha indica el tracto de la canula.
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RESUITADOS

Figura 18. Micrografias representativas del efecto con AMPA 6 mM + NBQX
500 pM, 5 dias después del tratamiento observado en 9 ratas. Notese la
proteccion por el NBQX contra la perdida neuronal producida por el AMPA,
cuando se visualizan con violeta de cresilo (A-C), como con la
inmunohistoquimica para la ChAT (D-E), y la preservacion de la morfologia
normal en el lado contralateral. Para la escala véase figura 7. La flecha indica el
tracto de la canula.
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Figura 19. Numero de motoneuronas en las astas ventrales en las ratas
sometidas a los tratamientos sefialados. Nétese la perdida de motoneuronas con
AMPA 6mM en el lado ipsilateral, y su prevencién con NBQX. La pérdida de
motoneuronas ipsilaterales con AMPA 12 mM fue total, e inclusive se observé
daiio del lado contalateral. Los datos representan el promedio + E.S. del nimero
de ratas indicado en los pies de las figuras 4, 7, 9, 11, 12, 15,16 y 17, *P <
0.0001, significativamente diferentes entre los datos seiialados.
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DISCUSION

VIil. DISCUSION

En este trabgjo se estudié mediante la combinacion de técnicas de
microdidlisis, neuroquimicas, inmunohistoquimicas e histoldgicas, - la
incremento.en. |la  concentracion:

y ommooados por mlcrodch|S|s han SIdO reO|IZOdOS pnncnpolmenfe en

reglones cerebroles como el hlpOCOmpO y el estnodo (Mossneu et al., 1995;
Moroles—Vullcgrcn y Tapia, 1996; Mcsaeu y " ',997, Tapia et al.,, 1999;
Pefia y Tapia, 1999; 2000), pero hoy poc os por microdidlisis en la
1995 mesfrdr;on la liberacién de
r microdidilisis de 100 MM de.
ros‘esfudlos se observcron

médula esplnql in vivo. Sundstrom et c;l.,

glufoma’rd\y-osiporfoto por la cdmihiéfrdbiéh

potcsuo en Ic1 medulc espinal de la ro’ro E
; |mpor’ronfes en la concentrocuon extracelulor de vorlosl

lo _medulo esplnol in- vivo,
dula- (McAdoo et al,
Veﬂhii'crddiélisis utilizada

ncluyendo glufcmofo en

atraviesa: horlzon’rolmenfe las astas dorsoles d Ia medulo espinal. Por lo

tanto, noso’rros recurimos a la metodologia usodc por Sundstrém et al.,.en
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DISCUSION

la cudl, se usa el mismo tipo de cdnula introducida transversalmente en el
asta dorsal, pero sin tocar el asta vem‘rol gue .es donde estan las

motone'ur'dhos.;Es de lmporfonc:o hocer no’rcr que Ic ccnulo de‘

interpretaciéon puede aplicarse a nuestros resulfodos con cl’ro po'rcssno en Io

médula espinal.

Inhibicién del transporte de glutamato
La hipdtesis excitotdxica de la SALS surgié debido a una sene de estudxos :

en los cuales se enconird que los niveles ex’rrccelulares de glufomcfo, fcnto ‘
en plasma (Plaitakis, 1990) como en liquido cefalore q Jidl ‘

1990), estaban aumentados en los pcmen’res ‘con ‘SA

demostraron que la actividad del ‘rronsporfodor glldl“de glu’rcmo o (EAAT2 '
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DISCUSION

o GLT1) tiene una menor actividad en la médula espinail, y en la corteza
cerebral, en los poqenfes con SALS (Rofhsfeln et al., 1992, 1995), por lo que
la disminucion en el tronsporfodor estaria causando una excesiva

ocumuloaon de glu’rcmofo en el,equglo; sindptico..y. en_;consecuencnq'

(Hirata et al., 1997). Por ofro lado varios 1‘rc:bouos hon demostrodo” u‘ém'el

incremento de los niveles extracelulares de gl_

1995; Obrenovn‘ch ef cl 1996, Mosmeu,

en culhvos ;corﬂcoles (Velosco e

|nh|b|dores del ‘frcm porfe dev glufomct
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_DISCUSION

cultivos de células hipocampales la toxicidad fue potenciada por la
exposiciéon al PDC (Roblnson ei ol 1993) Esto podria explicarse porque, a
diferencia de lo que sucede in -vivo, en los- cultivos el glutamato

ocumuladopodnon focnlmenfe Ilegor asus. recep’rores‘pos’rsmaphcos Otra
U Y mOdlflCCldO por lcls Z

xc1 abllidod neuronol

poslbn

|nferocc10

no puede ser descartada.

Aumento de la liberacién de glutamato
Los animales fratados con 4-AP, lnmedlotomen’re despue_

ipsilateral, pero estos animales no mostraron

mofoneuronc:s a pescr de un no’rable;,f dumem‘o,

n'de ne dnsmlsores ’rcunfo excitadores
r m‘es prepcromones in vitro, en la placa
ds de cerebro y en sinaptosomas (Tapia vy Sitges,

como inhibi‘ddr‘es
neuromuscular, rebdn

1982; Toplc ef ol 985_
(Morolesl-vnlogrqn,ef al., 1996; Pefa y Tapia, 1999). Esta liberacién ocurre

asi-como en algunas regiones cerebrales in vivo
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DISCUSION

desde terminales sindpticas, ya que es inhibida por tetrodofoxina y por
anfogoms’ras de concles de C02+ hpo N (Peno Yy TOpIO 2000).
De lo om‘enor se desprende que el glu’rcmoto liberado en las

dlscufe mos odelonfe:f‘EnAélnccsodel hlpoccmpo ‘los: :,cnfcgonlsfos de:losyf -
receptores NMDA fueron mas eficientes que los de AMPA para proteger
contra la epilepsia y la neurcdegeneracién producidos por la 4-AP (Pefia y
Tapia, 2000).

Sobreactivacién de los receptores de glutamato y neurodegeneracién

Cuando se redlizé la perfusion de NMDA no se observaron cambios en la
conducta de las ratas tratadas, ni neurodegeneracién de las
motoneuronas, aunque si se indujo un incremenfo en los niveles de
aspartato.. Young Y Brodford (1991) admlnlstroron NMDA por mlcrodldlms"

en el esfrlodo de & cl’rc

aspcr’foto y ‘gl
aumento en IO concenf cion:de glutam , ¢ 1l-d
rata por la odmmnsfrocuon por'mlcrodlollsvs de NMDA;Esfe oumen’ro po‘drlo
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deberse a que la activacién de los receptores NMDA puede estar
acoplada a la sintesis, liberacién y difusién refrégrada de ciertos
neuromodulodores como el oxido nn‘nco, el cucl puede dlfuncllr a Ics o

dorsol pero no se observo un dcno oporente de Ics mo’foneuronos (LIU ef
. 1997} :
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De especial interés es el hecho de que nosotros no encontramos
efectos neuro’roxncos de la odmlnlsfromon por mlcrodloI|5|s de NMDA o de
kainato en la medulo esplnol Esfo es mesperodo en VISTO de que Ic1 ompho

nulo expresn
NMDA Y de

2000). Esta
vulnerobllldd‘d 0

apoya lo nocuon d L,q
mediado por Ios recep_ res
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claramente por la perfusion del antagonista de los receptores AMPA,
NBQX, que bloqueo totalmente las alteraciones en la conducta motora y
la pardilisis, y. prevmo Icl degenerccuon de las mo’roneuroncs producida por
la odmlnlsfrocw de. AMPA ; Es‘ res
efecfos neurdpro’rec"orés

os son consw’renfes con Ios

sobre,,,,;,el dcmo en:
(Nakamura et al, 1994;
producido por kaina

contra el dafio neuronal (Van Der Bosch e’f Ol
Robberech,  2000). Otros experlmenfos reahzddos ‘
motoneuronas para identificar la presencia: de r

permeables al calcio, es con una tincién histoquimica con' cobalto
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(Carriedo et al., 1995; Carriedo et al., 1996; Terro et al,, 1998; Van Der Bosch
et al., 2000; Van Der. Bosch y Robberech, 2000 ). Los resultados de estos
experlmen’ros concuerdon con Ic conclusmn de que Io enfrodcn de calcio

correlacionan con la hipétesis en-la: s dle
glutamato, ~particularmente “los receptores  tipo’” AMPA  podrian’ estar

participando en la patogénesis de"Q‘AI‘_‘S’;"‘ S
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IX. CONCLUSIONES

1. La inhibicidn aguda del transporte de glutamato con PDC produjo un
notable y persistente aumento en los niveles extracelulares de glutamato,
el cual no causé dafio de las motoneuronas, Estos resultados.contradicen

la hlpotesus de dafio excnofOcho com'“"cons cuencuc de una dlsmlnucnonk .

con'rrc Icu con’rrocqones de Io pofc 1psnloferc|| c;or)t_rdlo 'pg[‘quSlS y la

64




REFERENCIAS

X. REFERENCIAS

: AMPA ond kcunc’fe receptors. Neurophormocol

Alexander, G.M., Deitch, J.S., Seeburger, J.L., Del Vdadlle, L., Heiman-
Patterson, TD. {2000) Elevated cortical extracellular fluid glutamate in
transgenic mice expressing human mutant (G93A) Cu/Zn superoxide
dlsmu’rcse J Neurochem. 74, 1666-1673.

Arrrzo JL Elrosof S.. Kavanaugh, M.P., Amaraq, S.G. (1997) Excitatory

. amino. ccrd transporter 5, a retinal glutamate. transporter coupled to
. ochlorlde ‘conductance. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94, 4155-4160.

Beal MF (1996) Mitochondria, free radical, and neurodegeneration.
Curr Op Neurobrol 6, 661-666.

Beﬂler Mulle C. (1995) Review: neurofrcmsmlt'rer recepfors Al
23- 139 S

Oxford Unrversrty Press, lnc Séc‘

Edition LJChopfer I,
Broman, J.; Hossel B, Rm O‘P (2000) Biochemistry on",d,';. -
ono’romy of “transmitter- : glutamate. ;
Neuroonatomy, Vol. 18 Glu’romc’re Edltors Ottersen, O.P.,_§f0'rm-'
Mothrsen J Chopferl l 44 Elsevrer Scrence ; e

Bruun, LI Becher MW Lee, MK Anderson, K.L., Jenkrns, NA
Copeland; N.G., Sisodia, S.S., Rothstein, J.D., Borchelt, D.R.; Price, D.L.,
Cleveland, D:W. (1997) ALS-linked  SOD] mufont G_ me'drcn‘es
damage to astrocytes and promotes rcprdly progress' e drsecse with
SOD1-containing inclusions. Neuron 18, 327- 338

Bustos, G., Abarca, J., Forray, M.l., Gyslmg,;K;;f;B” dberry. C.W., Roth,
R.H. (1992) Regulation of excitatory amino acid release by N-methyl-
D-aspartate receptors in rat smctum rn vrvo mrcrod|olysrs sfudles
Brain Res. 585, 105-115. : : .

65

Handbook of Chemical -



REEERENCIAS

Carriedo, $.G., Yin, H.Z., Lamberta, R., Weiss, J.H. (1995) In vitro kainate
injury to large, SMI-32(+) spinal neurons is Ca?* dependent.
Neuroreport, 6, 945-948.

Carriedo, $.G., Yin, H.Z., Weiss, . J, H (1996) Motor neurons are
selectively vulnerable to: AMP /kcino’re receptor-mediated: injury in
vitro. J. Neurosct 16i 69-. e

decuphenng se
2, 806-819.

r B (2000) Sodlum- and potassium-dependent excitatory
amino omd' fronsporfers in-brain plasma membranes. Handbook of
Chemical-Neuroanatomy, Vol. 18: Glutamate. Editors. Ottersen; O.P.,
Storm-Mathisen;, J. Chapter VIIl, 231-254. Elsevier Science.

De‘BlC{SI S., Rus’floni A. (1988} Glutamate and substance P co"e'xus‘i‘ln
primary afferent terminals in the superficial laminae of spmol cord
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 85, 7820-7824, Ein

Dingledine, R., MacBain, C.R. (1999} Glutamate and. ospdr’rd‘fe' Basic
Neurochemistry: Molecular, Cellular and ‘Medical ‘Aspects, éth Ed.,
Edited by Siegel, G.J. et al. Chapter 15, 315- 333: anplncof’r-Rcven
Publishers, Philadelphia.

Fairman, W.A., Vandenberg, R.J., Ariza, J.L., Kavanaugh, M.P.,

Amara, S.G. (1995) An excitatory amino-acid transporter with
properties of ligand-gated chloride channel. Nature 375, 599-403.

66




REFERENCIAS

Gurney, M.E., Pu, H., Chiu, AY. Dal Canto, M.C., Polchow, C.Y.,
Alexander, D.D., Caliendo, J., Hentatfi, A., Kwon, Y.W., Deng, H.X.,
Chen, W., Zhai, P., Sufit, R.L., Siddique, T. {1994} Motor neuron
degeneration in mice that express a humcn Cu.Zn superoxude
dismutase mutation, SC|ence 264 1772-1775.

Gurney, M.E., Liu, R., Al’rhous J.S. Holl E.D., Becker,DA (1998) Mufc:n’r
CuZn superoxide: dlsmufase |n mofor neuron dlseose J lnher Me Ob :
- Dis: 21 587 597 S e

Guyfon,,AC (1994) Ano’rom:o y FISIOIOglO del Slsiemc: Nervnoso
(Neurocnencm bosnco) Medlco Ponomerlccno Segundo ed:cmn

, Ccpn‘ulo ll Yy III

lecn‘o, A Nokc:murc:, R., Kwon, S., Ncgofo N Komokurd, K.: (1997)‘
AMPA receptor-mediated slow neuronal’ deqfh inthe ra plnol/co‘rd}.
induced by long-term blockode of glufcn ote "tronspo e
Brain-Res. 771, 37-44, R

KA- AMPA gclfed glutcumcn‘e rec
composmon SCIence 252 851-8

Annu Rev 'Nfeurosq 17, 31- 108

Horl,eN., »crp, J.S., Carpenter, DO ) Corhcosplnol
transmission to motoneurons  in cervncc pmol cord slldes fron adult
rats: Llfe Sci. 72, 389-397. : i

Howland, D.S., liu, J., She, Y Good B., Maragakis, N.J., Kim, B.,
Erickson, J., Kulik, J., DeVito, L., Psdltis, G., DeGennaro, L.D., CIeveIond,
D.W., Rothstein, J.D. {2002) Focal loss of the glutamate transporter
EAAT2 in a fransgenic. rat model of SOD] mutant-mediated
amyotrophic lateral scIerOSIs (ALS) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99, 1604-

1609.

Hugon, J., Vc:lylc:'r JM Spencer, P.S., Leboutet, M.J., Barthe, D. (1989)
i early.-and delayed degenerative neuronal
Neuroscr Lett. 104, 258-262.

Jullen, J P (2001 Amyotrophlc lateral sclerosis: unfolding the toxicity
of-the mlsfolded Cell104, 581-591.

67




REEERENCIAS

' superoxnde dlsmufose can ocf as:: cl suU

Kanai, Y. Hediger, M.A. (1992) Primary structure and functional
characterization of high-affinity glutamate transporter. Nature 360,
467-471.

M.P. (1999) ALs-

Kruman, LI|., Pedersen, W.A., Sprlnger, J:'
' motor neurons

Llnked Cu/Zn-SOD Mutation increas

Sci. 129 99-103.

L|n CG Brlsfol

589- 602

" Liochev, 'S, Fridovich, n (2000) -

New Engl. J. Med. 330, 613-622.

Liu, S. Ruenes, G.L., Yezierski; RiP. -NMDA
receptor antagonist protect: ogcuns’f it
cord. Brain Res. 756 160 167 '
Louvel, E., Hugon, J.v,j Eﬁ_bbi herapeutic . d'aydhéés in
omyoTrophlc loferol scler’ TR T ,

foxic effects of sodium L-

Lucos, D. R Newhouse, , :
Arch ,Ophthqlmol. 58, 193-

glutamate on the i mner Icye
201.

McAdoo, D.J., Xu, G.Y., Robak; G. Hughes MG (1999) Changes in
amino acid concentration over,:,’r and space. around and impact
injury and their diffusion Throughf'f ;ve rof splnal cord Exp Neurol. 159,
538-544, , ; ,

68




REEERENCIAS

Massieu, L., Morales-Villagran, A., Tapia, R. (1995) Accumulation of
extracellular glutamate by inhibition of its uptake is not sufficient for
inducing neuronal damage: an in  vivo mlcrodlolysis study. J.
Neurochem. 64, 2262-2272,

Massieu, L., Tapia,. (1997) Glutamate: uptake lmpo:rmenf' and
neurondl. domoge in young and: oged rats:in"vivo. J; Neurochem. 69,
1151 1160.

TMoxwelI, DVJ Chnsne, W M Shorf A.D., Storm- Mon‘h|sen, J., Ottersen,
‘O P (1990) cenfrol bou’rons of glomerull in the splnol cord of the cat
d S

199]) Excutofoxncn‘y and epileptic brain domoge '

‘Morcles Vlllogron, Topi' .
glu’romon‘e release: by 4-¢
Neurochem Int. 28, 35-40

Morales-Villagran, A., Ure
by NMDA recepfor ‘
intracerebral admmlstroho
305, 87-93.

Morrison; B.M.,
associated . with
mechonlsm of e

Nogou, M;, AOkI, 'M Mlyoshl, I, Koto, M., Pasinelli, P., Kasi, N., Brown Jr,
R.H., ltoyama, Y. (2001) Rats expressing human cytosolic copper-zinc
superoxrde dismutdse transgenes with amyotrophic lateral sclerosis:
associated mutations develop motor neuron disease. J. Neurosci. 21,

9246-9254.
Nakamura, R., Kamakura, K., Kwak, S. (1994) Late-onset selective

neuronal damage in the rat spinal cord induced by continuous
intrathecal administration of AMPA. Brain Res. 654, 279-285.

69




REFERENCIAS

' Pordo, CA Xu, Z., Borchelf{D

Nakanishi, S. {1992) Molecular divérsity of glutamate receptors and
implications for brain function. Science 258, 597-603.

Nakanishi, S. (1994) Metabotropic glutamate receptors: synaptic
Tronsmlsswn modulohon and plcs’ncnfy Neuron 13,71031-1037.

Obrenovnfch TP Urenjak, J., Zilkkha, Eiyf‘(1996) ing the
Imk between seizure ochvny ond ‘h

lutamate- mduced brain

Olney W., Sharpe,
veurol 31, 464-488,

domoge in mfcnf prlmafes

).L., ;SiSQd‘lCl, S.S., Cleveland,
D.W. (1995) Superoxide dism abundant component in cell
bodies, dendrites, and axon motor-neurons and in a subset of
other neurons. Proc. Natl. Acod Scl. USA: 92, 954-958.

Pellegrini-Giampietro, ‘D. E Gorfer, ‘J A., Bennett, M.V.L., Zukin, R.S.
(1997) The GIUR2 (GIUR:-B) 'hypothesis: Ca?*-permeable AMPA
receptor in neurological disorders. TINS 20, 464-470.

Pena, F., Tapia, R. {1999) Relationships among seizures, extraceliular
amino acid changes, and neurodegeneration induced by 4-
Aminopyridine in  rat hippocampus: A  microdialysis and
electroencephalographic study. J. Neurochem. 72, 2006-2014.

Pena, F., Tapia, R. (2000) Seizures and neurodegeneration induced by
4-minopyridine in rat hippocampus in vivo: role of glutamate- and
GABA-mediated neurotransmission and of ion channels. Neurosci.
101, 547-561. ‘

Petralia, R.S, Rubio, M.E., Wang, Y.X.; Wen’rhold R.J. (2000) Regional

and synaptic expression of Jjonotropic glutamate receptors.
Handbook of Chemical Neuroanatomy, Vol. 18: Glutamate. Editors.

70




REFERENCIAS

‘-_Plnes, G Donbolf NN BJOI'GS, ‘M,
:Koepsell -Storm- Mofhlsen, ,

Ottersen, O.P., Storm-Mathisen, J. Chapter V, 145-182. Eisevier
Science.

Pin, J.P., Duvoisin, R. (1995) Review: neurofransmitter receptors |. the
metabotropic - glutamate receptors: ~structure. and funcﬁons.
Neurophormocol 34 1 26 T s ‘ i

,Zhong, Y. Vendcn,A Elde, P

’(_
.

~Cloning: ond expression’ of o] rcf brom L-glufomofe 1rcnspor1er Ncn‘ure

360, 464-467.

Plaitakis, A. (1990) Glufcmo’re dysfunchon and selecflve ™m or ,
degeneration in amyotrophic Io’fercl scIerosns A hypothesm ,Ann
Neurol. 28, 3-8. . : s D

Reaume, A.G., Elliott, J.L., Hoffmcm, EK Kowall, NW Ferrcm’re RJ
Siwek, D.F., Wilcox, HM., Flood, D.G., Beal,”MF.,. Brown, R:H., Scoft,
R.W., Snider, W.D. (1996) Motor neurons . in ‘Cu/In superox&de
dismutase-deficient mice develop normailly but exhubn enhonced cell
death after axonal injury. Nat. Genef 13, 43 47. S

Robinson, M.B., Djali, §., Buchholter, J. R (1993) lnhlbmon of glutamate
uptake with L-trans- pyrrolldme 2,4+ dlcorboxylofe potenhon‘es
glutamate toxicity in pnmcry hlppoccmpcul culfures J Neurochem
61, 2099-2103. o , e

Rosen, D.R., Siddique, T.,” Pafterson, D., Figlewics, D:A., -"Sdpp,"'P'.,
Hentati, A., Donaldson, D.,  Goto, J., O‘reagan, J.P., Deng, HX.,
Rahmani, Z., Krizus, A., Yasek, D.M., Cayabyab, A., Gston, S.M., Berger,
R.. Tanzi, R.E., Halperin, J.J.. Herzfeldt, B., Van der Bergh, R., Hung,
W.Y., Bird, T., Deng, G., Mulder, D.W., Smyth, C., Laing, N.G., Soriano,
E., Pericak-vance, M.A,, Haines, J., Rouleau, G.A., Gusella, J.S., Horvitz,
H.R., Brown jr, R.H. (1993) Mutations in Cu/Zn superoxide dismutase
gene are associated with familial amyotrophic lateral sclerosis.
Nature 362, 59-62.

Rothstein, J.D. (1996} Excitotoxicity Hypothesis. Neurology 47, 19-26.
Rothstein J.D., Kuncl, (1995) Neu'roprote'c‘ﬁve‘ strategies in a

model of chronic gluiomofe mediated’ mo’ror neurons toxicity. J.
Neurochem. 5, 643-651,

71

~Seeberg;- E;;Kanner,~ Bil-(1992)



REFERENCIAS

Rothstein, J.D., Tsai, G., Kuncl, RW., Clawson, L., Cornblath, D.R.,
Drachman, D.B., Pestronk, A., Stauch, B.L., Coyle, J.T. ({1990) Abnormal
excitatory amino acid me’rcbollsm |n omyotrophlc Iofercll sclerosns 7
Ann. Neurol. 28, 18-25. , v '

Rothstein, J.D., Martin, L.J.;.Kuncl: *R W-; (1992)1;Decrecsed glufomofe -
fransport by the brain and. splnolic rd'in.amy rophlc Iq’reral sclerosns
New Engl. J. Med, 326 1464 1468 .

Rothstein, J.D., J|n L Dykes- _,3)‘7?Ch".r>"or')i‘c-
inhibition of . glutamate: upfok '

neurofoxmlfy Proc NGTI Acod S

Rothstein, J.D., Mcnr’nn, L Levey,j \ding L,
Nash, N.,. Kuncl, R. (1994) Locohzohon of neuronol ond gl|cl glu’fomcﬂ‘e S
tronsporfers Neuron 13,713- 725 s , 25

Rothsteln J D Van Kc:mmen M., Levey, Al Mcr’nn :L.»J.: Kunc ,'VRW
(1995) ‘Selective loss of glial  glutamate 1‘rcnsp rfer ‘GLT-l |n
~om|otrophlc lateral sclerosis. Ann. Neurol 38 73 84 ~

' Rofhsfeln, J.D., Dykes-Hoberg, M., Pcrdo, CA'NW ':Jin, L, ‘
Kuncl, R.W., Kandi, Y., Heideger, M.A., chg, Welty, '
D.F. (1996) Knockout of glutamate 1ranVspon‘ le for

astroglial transport in excn‘ofomcny cnd cleorcmce of glutcmo’re .
Neurcon 16, 675-686. ; o A

glutamate. decorboxylcse ac
omlnobufync cnmd Neuroch'

Shcw, P J.

Shaw, P.J. Wllllcms, T, L Slode, J Y. "‘,Eggeﬁ C o
expression of GIUR2 AMPA receptor subunn‘ profem b
neurons. NeuroReport 10, 261-265.. = . :

Shigemoto, R. Mizuno, N, (2000) Metabotropic glufcmon‘e recepfors =
immunocytochemical and in situ hybridization analyses. Handbook of ‘

Chemical Neuroanatomy, Vol. 18: Glutamate. Editors. Ottersen, O. P o
Storm-Mathisen, J. Chapter Ill, 63-98. Elsevier Science.

72




REEERENCIAS

Shin, K., Hitoshi, A,, Michiko, |.. Haruhiko, S. (1992) Acromelic acid, a
novel kainate analogue, induces long-lasting pardaparesis with
selective degeneration of lnferneurons |n fhe roi splndl cord Exp.
Neurol. 116, 145-155. g

Simon, R.P... Swan, J.H.; Grlffrihs T Meldrumyf‘B~S_.-(l984) Blockdde of N-
methyl-D-aspartate recepfors ma “pr gdlns’r lschemlc ddmoge.
. in the brain: Scrence 226 850- 852 :

nsn‘lve splnol releose of

" Sorkin, LS. NMDA e ,
479 482.

glutdmd’re dnd cn‘rullme

995) In vivo studres on NMDA-;
sprndl cord Neurochem In’r

Sundsfrom,,E Mo, LL Selge
evoked reledse of ommo c
27, 185 193 S

Tapia, . (1998) Cellulor
neurodegenerdhon Gac, M

Tapia, R., Sn‘ges M (1982
release in syndpfosomes. rain

Tapia, R Medlno CejO, ,L.,
between exfrocelluldr :

synaptosomes. Brain Res. 361, 373- 382

Terro, F., Yardin, C., Esclaire, F., Ayer-L"
kdmd’re toxicity produces selechve; ‘

R.H.. Hediger, M - (2001
glutamate frdnspo er:
capacity. J Brol '

Trotti,-Ds; Donbo

oxidant-vulnerabl wee xidative and
excrfofoxrc neurodegenerdhon ,, 34, ‘

73




REFERENCIAS

Trotti, D., Rolfs A., Danbolt, N.C., Brown, Jr. R.H., Hediger, M.A. (1999)
SOD1 mutants linked to amyotrophic lateral sclerosis selectively
inactivate a glial glutamate transporter. Nat. Neurosci. 2, 427-433.

Urca, G., Urca, R. {1990} Neurotoxic effects of amino acids in ’rhe
mouse spinal cord quisqualate and kainate but not Nme’rll D-
csporfofe induce permanent neural damage, Brain Res, 529 7-15

_Yandenberghe, W., Robberech, W., Brorson, (2000) AMPA:,f,‘
receptor calcium permeability, GIUR2 expressnon, and* selechve'
mofoneuron vulneroblllfy J. Neurosci. 20, 123-132. B

van Den Bosch L., Robberech, W. (2000) leferenf recepfors medlofe
motor- :neuron decth induced: by short and Iong exposures to.

,”:L Vondenberghe, W Kloossen H Hou’rte, Ev.
(2000) Co2+-permeoble AMPA recep’ror and: selechve

Velosco,l ‘Toplo R.. Massieu, L. (1996) Inhibition of glutamate uptake
induces progressive accumulation of extracellular glutamate and
neuronol damage in rat corfical culfures J. Neurosc. Res, 44, 551-561.

Volterra, A., Bezzi, P., Rizzini, B.L.,‘Troﬁl, D., Ullensvang, K., Danbolf,
N.C., Racagni, G. (1996) .The:competitive transport inhibitor L-trans::
pyrrohdme24d|corboxylo’re mggers excitotoxicity - in ro'r corhcol‘

uptake mhlbmon Eur. J Neurosc. 8, 2019-2028.

Wiedau-Pazos, M., Goto, JJ Rcblzodeh S, Grollo NS
Lee, MK, Valentine, J.S., Bredesen, DiE. (1996" tivity “of
superoxide dismutase in familial omyo’rrophlf Al i ‘
271, 515-518. .

‘.,:Show, PJ (1997)
, -5-me’rhyl -4-isoxazole
terminant of selective
s.~Ann Neurol. 42, 200-207.

Williams, T.L., Day, N.C.. Ince,.

Calcium-permeable -~ .- ¢
propionic acid receptors:
vulnerability in omyofrophlc

Wisden, -W., Seeburg;:P:H:=Monyer, H.- (2000) AMPA, kainate and
NMDA ionoftropic glufomof sre'cepfor expression - an in situ
hybndlzohon oﬂos Hcmdbook of Chemical Neuroanatomy, Vol. 18:

74




RECERENCIAS

Glutamate. Editors. Oftersen, O.P., Storm-Mathisen, J. Chapter 1V, 99-
143. Elsevier Science.

Yim, M.B., Kong, J:H.Yim, H.S., Kwak, H.S.; Chock, P.B., Stadtman, E.R.
(1996) A gdain-of-function of an amyotrophic lateral sclerosis-
associated: Cu,In-superoxide dismutase mutant: An enhancement. of
free rcdlcc:l formation due to a decrease in Km for hydrogen

peroxnd . Proc. Natl. ‘Acad. Sci. USA 93 5709-5714,

: .‘::Crowder, J M Brcdford H. F (1988) Pofenhomon by
kcunote of excnto’rory amino acid-release-in striatum: complemen’rory

'/n v:vo ond in vitro-experiments, J. Neurochem., 50 337 345

£ ‘Bradford, H.F. *(1991) N= metll D asporfofe releose
excn‘c’rory omlno acids in rat corpus sfnofum in vrvo J Neurochem

'56 ]677 1683.

75




	Portada
	Índice
	Resumen
	I. Introducción
	II. Antecedentes
	III. Planteamiento del Problema   IV. Hipótesis   V. Objetivos
	VI. Metodología
	VII. Resultados
	VIII. Discusión
	IX. Conclusiones
	X. Referencias



