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ABREVIATURAS

(Se ha preferido usar algunas abreviaturas en inglés, por haberse ya

establecido asi en la literatura).

4-AP
ADN
ALS
AMPA
AMPCc
ATP
BSA
CA
CM
DAG
EAAC

EAAT

FALS

FITC

G93A

GABA
GLAST

GLT1
HPLC

HSP70

4-aminopiridina

acido desoxirribonucléico

amyotrophic lateral sclerosis (esclerosis lateral amiotrofica)
a-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazol-4-propionato

adenosin monofosfato ciclico

adenosin trifosfato

bovine serum albumin (albumina de suero de bovino)
cuerno de Amon

corteza motora

diacilglicerol

excitatory amino acid carrier (acarreador de aminoacidos
excitadores)

excitatory amino acid transporter (transportador de
aminoacidos excitadores)

familial ALS (esclerosis lateral amiotroéfica familiar)
isotiocianato de fluoresceina

ratones transgénicos que expresan la SOD1 humana con la
sustitucion de la glicina 93 por alanina

acido y-aminobutirico

glutamate/aspartate transporter (transportador de
glutamato y aspartato)

glutamate transporter 1 (transportador de glutamato 1)
high performance liquid chromatography (cromatografia
liquida de alta resolucién)

heat shock protein 70 kDa (proteina de estrés térmico de 70

kilodaltones)
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i.p.

IgG
IL-2

IP;5

KA

LCR
MK-801

NBQX
NMDA
PBND

PBS
PCR

PDC
ROS
SALS
SNC
SOD1
SOD1Im
TAE

WT

intraperitoneal

inmunoglobulina tipo G

interleucina 2

inositol trifosfato

kainato

liquido cefalorraquideo

maleato de (+)-5-metil-10,11-dihidro-5H-dibenzo(a,d)-
cicloheptan-5,10-imina
2,3-dihidroxi-6-nitro-7-sulfamoil-benzo(F)quinoxalina
N-metil-D-aspartato

PCR buffer with nonionic detergents (amortiguador de PCR
con detergentes no idnicos)

phosphate buffered saline (amortiguador de fosfatos)
polymerase chain reaction (reacciéon en cadena de la
polimerasa)

L-trans-2,4-prirrolidin-dicarboxilato

reactive oxygen spices (especies reactivas de oxigeno)
sporadic ALS (esclerosis lateral amiotrofica esporadica)
sistema nervioso central

superdxido dismutasa Cu®*/Zn?* citoplasmica

mutante de SOD1

Tris-acetate/EDTA electrophoresis buffer (amortiguador de
electroforesis con acetato de Tris/EDTA)

wild type (ratones de tipo silvestre)



INTRODUCCION

Esclerosis lateral amiotrofica.

En 1869 el fisiélogo francés Jean-Martin Charcot describid por primera
vez un padecimiento neurodegenerativo caracterizado por una atrofia
muscular progresiva, al cual se llamd por algunos afios la esclerosis de
Charcot. Hoy en dia esta enfermedad es conocida como esclerosis lateral
amiotroéfica (ALS), y se sabe que es causada por la muerte selectiva y
progresiva de las neuronas motoras inferiores de la médula espinal y el
tallo cerebral, y las superiores de la corteza motora. Tiene una
prevalencia de 2 a 5 por cada 100,000 individuos, inicia en la etapa
adulta, frecuentemente entre los 50 y 60 afios de edad, y termina con la
vida de los pacientes generalmente después de 2 a 5 afios de padecerla.
La pérdida de las motoneuronas provoca una debilidad muscular
progresiva que resulta en la paralisis de los musculos esqueléticos y es
generalmente ascendente, comenzando por las extremidades inferiores
hasta llegar a los musculos faciales causando dificultad para el habla, y
termina en la muerte del paciente por un fallo respiratorio debido a la
incapacidad de contraer apropiadamente los musculos respiratorios y el
diafragma (Julien 2001, Celveland et al. 2001). En esta condicion
patolégica del sistema nervioso central (SNC) no se alteran las
capacidades intelectuales de los pacientes, salvo en algunas excepciones
que se dan dentro de poblaciones genéticamente aisladas y reducidas
como en el caso de las islas de Guam y Nueva Guinea, donde la ALS se
da en combinaciéon con un tipo de demencia fronto-temporal, aunque
estos casos se han asociado a la ingestion de toxinas presentes en

algunas semillas (Cleveland et al. 2001).

Aproximadamente 10% de los casos de ALS son transmitidos entre
generaciones con un patrén de herencia autosémico dominante. A esta



forma heredable se le conoce como ALS familiar (FALS) y el 90%
restante son casos esporadicos (SALS). El factor genético es la Unica
diferencia que existe entre ambos tipos, ya que clinicamente son

indistinguibles.

Estrés oxidante y superoxido dismutasa 1.

En los procesos neurodegenerativos como en la ALS, existe la
participacion de factores como el estrés oxidante generado por la accién
toxica del oxigeno molecular, el cual es un elemento muy reactivo
debido a su organizacion electrénica, que le confiere una gran capacidad
para generar radicales libres o especies reactivas (ROS). Estas a su vez
pueden ser muy toxicas para todo tipo de células. Sin embargo la vida
de la mayoria de los organismos depende de la utilizacion del oxigeno
para solventar la gran demanda energética que tienen. Para contender
con esta paradoja, los organismos han desarrollado sistemas
antioxidantes encargados de prevenir o reparar los efectos de la
oxidacién en proteinas, membranas y acidos nucléicos. Un desequilibrio
entre los sistemas pro-oxidantes y los antioxidantes a favor de los

primeros es lo que se conoce como estrés oxidante (Davies 2000).

Aungue el estrés oxidante es un factor que participa en la patogenia de
muchos procesos neurodegenerativos y del envejecimiento natural
(Calabrese et al. 2000), sigue siendo tema de controversia si es causa o
consecuencia en la ALS. Algunas hipétesis sobre la neurodegeneracion
en esta enfermedad se basan en la presencia de proteinas alteradas,
como los neurofilamentos o los trasportadores de glutamato, dichas
alteraciones pudieran tener su origen en la oxidacion. Ademas, en la
ALS se le ha dado un papel preponderante al estrés oxidante debido a
las mutaciones encontradas en una de las enzimas antioxidantes mas

importantes, que mencionaré posteriormente.



Hay evidencia de este dafio oxidante en pacientes con ambas: la FALS,
y sobre todo la SALS, aunque en esta ultima no se han detectado
alteraciones en los sistemas antioxidantes. La evidencia del dafio
oxidante se asienta en la presencia elevada de marcadores de este tipo
de daflo, como grupos carbonilo en las proteinas (Bowling et al. 1993,
Ferrante et al. 1997) y 8-hidroxi-2-desoxiguanosinas en el ADN
(Ferrante et al. 1997), encontrados en el tejido cerebral de pacientes

estudiado post mortem.

Aproximadamente veinte por ciento de los pacientes con FALS presentan
alteraciones genéticas en la superoxido dismutasa de Cu®*/zn?*
citoplasmica (SOD1) (Rosen et al. 1993), una enzima importante para el
mantenimiento del balance oxidante celular. Las alteraciones de esta
enzima son producto de mutaciones puntuales de tipo "missense” o de
sentido equivocado, ya que le confieren una funcion nueva que resulta
ser muy toxica para las células, sin la pérdida de su actividad catalitica
normal, como se explica posteriormente. Actualmente se han
identificado mas de 90 diferentes mutaciones puntuales a lo largo de los
5 exones de la SOD1 en pacientes con FALS, entre las mas frecuentes
estan las sustituciones A4V, G85R y G93A (Cleveland et al. 2001).

La actividad catalitica de la SOD1, al igual que la de las otras isoenzimas
(Mn-SOD 6 SOD2 y Cu?*/zZn?*-SOD extracelular 6 SOD3), es la
dismutacion del anion superodxido (- Oz- ), un radical libre de oxigeno
que se forma en la célula como producto secundario en la transferencia
de electrones, convirtiéndolo en oxigeno molecular o perdxido de
hidrégeno, el cual finalmente es convertido a agua por la accion de

catalasas y del sistema de glutation peroxidasa. (Maier et al. 2002,



Zelko et al. 2002). La SOD1 es un homodimero constituido por
subunidades de 153 aminoacidos, que tiene un canal cargado
positivamente que atrae de forma electrostatica al superoxido y lo
conduce a su sitio activo donde reacciona con atomos de cobre,
utilizados por la enzima como grupos prostéticos, como se muestra en la

figura 1.

glutation peroxidasa

2H*+ O; H202 catalasa ~ HQO

SOD-Cu'* o SOD-Cu?*
(reducida) ;Z : (oxidada)

0, 0;

Figura 1. Reacciones cataliticas normales de la SOD1.

Dado que la funcién del sistema antioxidante enzimatico celular es tan
importante para la homeostasis en los procesos que involucran al
oxigeno, se puede entender que las alteraciones en la SOD1 resulten
altamente nocivas. Sin embargo, como ya se menciond, esta toxicidad
no es producto de la pérdida de la actividad enzimatica. Evidencia de
esto es que la actividad de la SOD1 medida en tejidos de pacientes con
FALS se ha encontrado Unicamente reducida, no eliminada (Deng et al.
1993, Bowling et al. 1993). Ademas, en experimentos en levadura, las
cepas que carecen del gen sodl pueden ser rescatadas de la toxicidad
del oxigeno con algunas formas mutantes de SOD1 (SOD1m) que
conservan una actividad residual (Nishida et al. 1994.). Mas importante
aun es el hallazgo de que los ratones “knockout” de la SOD1 no
presentan degeneracion de las motoneuronas ni desarrollan la
consecuente paralisis (Reaume et al. 1996). Ademas, el tipo de herencia
de la enfermedad asociada con mutaciones en la SOD1 es dominante,
por lo que los pacientes tienen al menos la mitad de la SOD1

funcionando de manera regular (Brown 1995).



Se ha llegado a la aceptacién general de que la toxicidad debida a las
alteraciones genéticas de la SOD1 resulta mas bien de la adquisicion de
una funcion diferente. Entre las que se han postulado estda un
plegamiento incorrecto de la proteina, que permite la entrada al sitio
catalitico a sustratos no naturales para esta enzima como el o6xido
nitrico, que en combinacion con el superdxido forma peroxinitrito, una
especie reactiva de oxigeno y nitrégeno que tiene la capacidad de nitrar
residuos de tirosinas causando un dafio oxidante severo en las proteinas
(figura 2A, Cleveland 1999). Otra hipotesis es que la alteracion en la
estructura de la SOD1 genere una catdlisis aberrante mediada por
cobre, como puede ser la conversion del H,0, en el radical OH- que es
enormemente dafino para el entorno celular (figura 2B, Cleveland
1999).

B H,0,

i =EIND \ > OH| + SOD-Cu?*
o) g " . ) _-_1-_...\““ / . ._.q . -
SOD—Cu"*—’:;.__%%’OD-CUO...N()E* SOD-Cul” <+— SOD-Cu™-OH +OH
- / ~ ~.
OH v "H-Tyr-Proteina substrato |, ’( — substrato
' oxidado | SOD-Cu*
NO,-Tyr-Proteina

Figura 2: Posibles reacciones de catalisis aberrante mediada por la SOD1 mutada.

Ademas se ha demostrado que la SOD1/G93A tiene una K, reducida por
el H20,, lo que incrementa su capacidad de generar radicales libres (Yim
et al. 1996). Algunos han sugerido también que la toxicidad puede ser
causada por la pérdida de la afinidad de la enzima por el zinc, lo que
también convertiria a la SOD1 en un potente generador de radicales
libres. Lo anterior se logra cuando la SOD1 deficiente de zinc utiliza
electrones obtenidos de antioxidantes celulares para la formacion de
superodxido. (Beckman et al. 2001). Finalmente, uno mas de los posibles

mecanismos por los cuales la SOD1m puede ser toxica es que su



alteracién estructural facilite la formacion de agregados de esta proteina
gue bloguean la funcion de las chaperonas y del proteasoma, la
estructura celular encargada de eliminar a las proteinas mal plegadas
(Brown 1995).

Sea cual sea el proceso que genera la toxicidad de la SOD1m, una cosa
es cierta: la alteracion genética de la SOD1 es la Unica causa que se ha
encontrado de la ALS. Sin embargo, se desconoce el mecanismo por el
cual esta alteracion conduce a la muerte selectiva de las motoneuronas.
Cabe reiterar también que en el ~98% de los pacientes con ALS la SOD1

no se encuentra modificada.

Ratones transgénicos como modelo de la ALS.

Uno de los trabajos mas frecuentemente referidos en la literatura del
campo de la ALS es el de la generacion de ratones transgénicos que
sobreexpresan la forma mutante G93A de la SOD1 humana (Tgn-
SOD1/G93A) (Gurney et al. 1994). Estos ratones presentan paralisis en
las extremidades posteriores como resultado de la muerte de las
motoneuronas de la meédula espinal de manera progresiva, en forma
muy similar a los pacientes humanos. El tiempo de desarrollo de la
paralisis y la duracién de ésta, asi como la de la vida del ratén,
dependen principalmente del nimero de copias del transgen que cada
animal tenga y de la cantidad de SOD1m que pueda ser expresada. Este
fenotipo es también heredado en el raton. Desde 1994 éste se ha
convertido en uno de los modelos mas confiables para conducir
diferentes estudios sobre los mecanismos y posibles tratamientos de la
ALS in vivo. Existe también un modelo transgénico con la
sobreexpresion de la SOD1 murina que tiene una de las mutaciones que
se han descrito en pacientes (G85R) (Ripps et al. 1996) y recientemente

se generaron ratas transgénicas con las mutaciones G93A y H46R en la



SOD1 humana (Nagai et al. 2001). En estos dos modelos el déficit

motor y la neurodegeneracién caracteristicos también ocurren.

Ademas de la paralisis, los ratones Tgn-SOD1/G93A tienen una tasa de
generacion de radicales hidroxilo mayor a la de los ratones no
transgénicos o de los que sobreexpresan la SOD1 humana silvestre,
confirmando que las alteraciones en la SOD1 tienen efectos directos
sobre la produccion de radicales libres (Bogdanov et al. 1998). En
consecuencia, es de esperarse que en este modelo exista un dafno
oxidante incrementado en proteinas de la médula espinal (Andrus et al.
1998), el cual puede reducirse con moléculas sintéticas que semejan la

funcion de las enzimas antioxidantes (Jung et al. 2001).

Principales hipotesis sobre los mecanismos de neurodegeneracion en la
ALS.

Como en la mayoria de las enfermedades neurodegenerativas, los
procesos celulares y moleculares que subyacen la muerte celular en la
ALS aun son poco claros. Durante muchos afios se han desarrollado
diversas hipotesis, que se han probado en diferentes modelos tanto in
vivo como in vitro. Entre las principales estan, ademas de las
alteraciones en la SOD1 y la toxicidad mediada por ésta, las
acumulaciones anormales de filamentos intermedios (como
neurofilamentos de todos los tipos, periferina y o-internexina), que se
han encontrado en el SNC de pacientes con ALS (revisado en Robertson
et al. 2002). Por otro lado, se ha planteado la posibilidad de que la
etiologia de algunos casos de SALS sea autoinmune, ya que se
encontraron en el suero de algunos pacientes autoinmunoglobulinas
contra canales de calcio dependientes de voltaje de tipo L, y contra Fas,
un factor de necrosis tumoral involucrado en la sefalizacién apoptoética
(revisado en Julien 2001). Sin embargo, una de las hipdtesis mas
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favorecidas es que las motoneuronas son blanco de la excitotoxicidad

inducida por glutamato.

El glutamato como neurotransmisor.

Como se menciond en la ultima parte, el glutamato, que es el
neurotransmisor excitador mas abundante en el SNC de los mamiferos,
puede estar involucrado en el proceso neurodegenerativo en la ALS. El
glutamato es un aminodcido que activa receptores especificos ubicados
en la pre y la postsinapsis, desencadenando diferentes respuestas
fisiologicas. Se conocen distintos tipos de receptores de glutamato y se
han dividido en dos grandes grupos: los ionotropicos y los
metabotropicos. El primer grupo esta integrado por proteinas que
forman canales idnicos permeables a cationes como Na*, K* y Ca?*, que
se encuentran generalmente en las membranas postsindpticas y estan
clasificados dependiendo del agonista exégeno analogo al glutamato por
el cual también pueden ser activados como N-metil-D-aspartato
(NMDA), a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propionato = (AMPA) vy
kainato (KA). Los receptores metabotropicos se encuentran
generalmente acoplados a proteinas G y dirigen diferentes cascadas de
sefalizacion intracelular por medio de segundos mensajeros como
inositol trifosfato (IPs), diacilglicerol (DAG) y adenosin monofosfato
ciclico (AMPc); éstos se ubican con mayor frecuencia en la presinapsis
(Meldrum 2000).

En la fisiologia de la transmision sindptica un fendmeno muy importante
es la terminacion de la sefalizacion una vez que ésta se ha realizado en
la postsinapsis. Para tal efecto existen diferentes mecanismos
encargados de transformar o transportar hacia el interior celular a los
neurotransmisores. Este Ultimo proceso es el que participa en el caso

del glutamato, asi como en otros aminodcidos, la dopamina y la
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serotonina. A la fecha, se han clonado cinco diferentes proteinas
transportadoras de glutamato: EAAC1, Ilocalizado en neuronas
glutamatérgicas; GLT1 (EAAT2) y GLAST (EAAT1), ambos localizados en
la glia, especificamente en astrocitos; EAAT4 en las dendritas de las
células cerebelares de Purkinje; y EAATS ubicado en las células de
Mlller de la retina (revisado en Gadea et al. 2001). Estos
transportadores son proteinas membranales que llevan al glutamato al
interior de las células en contra de su gradiente de concentracion, en un
proceso acoplado al cotransporte de Na“, el cual a su vez se encuentra

en una concentracion mucho mayor en el espacio extracelular.

Excitotoxicidad glutamatérgica.

Aparte de su papel como neurotransmisor y componente de todas las
proteinas, el glutamato puede jugar el rol de toxina, o dicho de una
mejor forma, de endotoxina. Los primeros datos al respecto de esta
toxicidad surgen de la administracion sistémica de glutamato a ratones
y primates infantes en los que se encontré degeneracion neuronal en la
retina y dareas del cerebro que carecen de la proteccion de la barrera
hematoencefalica (Olney et al. 1999). Desde hace algunos afios es
sabido que la estimulacion excesiva de los receptores de glutamato
resulta en la degeneracién neuronal. Asi, la administraciéon exacerbada
de glutamato o de sus agonistas, ya sea local o sistémica, induce la
muerte neuronal, misma que se previene por antagonistas de los
receptores glutamatérgicos. Este tipo de dafio causado por |la
sobreexcitacion de las células es lo que se conoce como excitotoxicidad
(Choi et al. 1988, Bittigau e Ikonomidou 1997 y Olney et al. 1999).

La sobreestimulacién de los receptores al glutamato puede resultar del

exceso del aminoacido en el espacio sinaptico, lo cual puede ocurrir por



una liberacion excesiva desde las terminales nerviosas o por una

disminucion del sistema de recaptura del glutamato (Tapia et al. 1999).

La importancia de los transportadores gliales se hace evidente al
eliminar especificamente por medio de oligonucledtidos antisentido la
expresion de GLT1 y GLAST. Entre estos dos estd la mayor proporcion
de recuperacion de glutamato, y la administracion crénica de los
oligonucledtidos a ratones resulta en un déficit motor progresivo y un
dafio neuronal caracteristico de la excitotoxicidad (Rothstein et al.
1996). Ademas el blogueo farmacolégico de la funcidon de estos
transportadores en células en cultivo induce la muerte celular, la cual
correlaciona con la acumulacion del glutamato extracelular (Velasco et
al. 1996), Sin embargo, in vivo este bloqueo no es capaz de inducir
neurodegeneracion a pesar de la acumulacion del glutamato extracelular
(Massieu et al. 1995y 1997).

Un posible vinculo entre la sobreactivacion de los receptores
glutamatérgicos y la muerte celular involucra el amortiguamiento
mitocondrial del calcio. La hiperactivaciéon de los receptores NMDA vy los
AMPA permeables a Ca’* resulta en la entrada masiva de este catién a
la célula, y la activacion de algunos receptores metabotropicos induce
por medio de IPs, la liberacion de Ca?* del reticulo endopldsmico. Una
parte del mantenimiento de los niveles intracelulares de Ca’" se realiza
por medio de ATPasas especificas e intercambiadores Na*/Ca’" en las
mitocondrias. Cuando estos sistemas se ven saturados, hay una
sobrecarga en las mitocondrias que colapsa su potencial de membrana,
incrementa la produccion de ROS vy altera definitivamente su funcidon
(Schinder et al. 1996, Stout et al. 1998, Urushitani et al. 2001). Ademas
cuando hay una elevacién en la concentraciéon de Ca®" libre en el

citoplasma se activan una serie de enzimas de degradacion
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dependientes de este catidon como proteasas, lipasas y nucleasas, que
aunado al déficit energético, a la pérdida del potencial de membrana y a
la elevacion en la tasa de generacion de radicales libres, podrian
terminar en la muerte celular (Bittigau e Ikonomidau 1997, Louvel et al.
1997 y Tapia et al. 1999).

Corteza motora

Como mencioné en el principio, las motoneuronas de la corteza motora
(CM) también son blanco de la neurodegeneracion en la ALS. En la
coordinacion del movimiento voluntario la CM tiene el nivel mas alto de
control. Participa en la planeacion y ejecucion de movimientos
voluntarios, en la determinacion de la direcciéon y la fuerza que se
ejercera y en la respuesta del sistema de locomocién ante los
obstaculos. La CM esta dividida en tres partes: la CM primaria que
corresponde al area de Brodmann 4, la corteza premotora y el area
motora suplementaria 6 CM secundaria, estas dos ultimas conocidas

como areas premotoras del area de Brodmann 6.

En general las motoneuronas de la CM tienen proyecciones directas
hacia la médula espinal a través del tracto corticoespinal (figura 3), e
indirectas a través del tallo cerebral y ademas al cerebelo y a los
ganglios basales. La CM a su vez, recibe informacién de areas corticales
periféricas y del talamo, donde también hay entradas del cerebelo,
ganglios basales y la médula espinal, que participan en la integracion de
la informacién sensorial y que generan circuitos de retroalimentacion
con la informacion del movimiento (Kandel et al. 2000). Generalmente
en la ultima etapa de la ALS es cuando mueren las células de la CM.
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Figura 3: Proyeccion de la CM a la médula espinal a través del tracto corticoespinal.

Neurodegeneracion en el hipocampo.

En este trabajo, ademas de los experimentos en la CM, como se vera
mas adelante, se realizaron experimentos en el hipocampo por ser un
buen modelo para los estudios de neurodegeneracion. El hipocampo es
una estructura cerebral que pertenece al sistema limbico y participa
primordialmente en el almacenamiento de la memoria. La formacion
hipocampal es adyacente a la corteza entorrinal de donde recibe la
mayor entrada de estimulos a través de la via perforante (Kandel et al.
2000). Los somas de las neuronas piramidales del hipocampo estan
alineados en una hilera con forma de C, denominada Cuerno de Amon,

en la que se pueden distinguir las regiones CA1, CA2, CA3 e hilus.

El hipocampo es una estructura vulnerable al dafho causado por la
excitotoxicidad glutamatérgica. En experimentos con microdialisis, la
administracion en el hipocampo de la rata in vivo del bloqueador no
selectivo de canales de K™ 4-aminopiridina (4-AP), potencia la liberacion



de neurotransmisores directamente desde las terminales nerviosas vy
provoca la degeneracion y muerte de las regiones CA1 y CA3 de forma
dosis-dependiente. Esta degeneracion puede ser prevenida o disminuida
con la aplicacién de antagonistas de los receptores ionotrépicos de
glutamato (Pefla y Tapia 1999 y 2000). La susceptibilidad de esta
estructura al dafio inducido por glutamato la hace un buen modelo para

realizar estudios de neurodegeneracion in vivo.

La proteina de estrés térmico 70 como marcador de dafho neuronal.

En los eventos de estrés celular como los anteriormente descritos
participan moléculas como la proteina de estrés térmico de 70kDa
(HSP70), que es parte de un conjunto de proteinas conocidas como
chaperonas que estan involucradas en diferentes procesos celulares,
tanto en situaciones fisioldgicas normales como en respuesta a diversos
tipos de estrés. La HSP70 no se expresa constitutivamente en las
neuronas, pero su sintesis se induce en respuesta a diferentes estimulos
nocivos y en condiciones patoldgicas como hipertermia, isquemia y la
administracion de excitotoxinas (Planas et al. 1997, Ohtsuka et al.
2000).

En cuanto al dafo excitotoxico, se ha detectado la induccién de HSP70
algunas horas después de la administracion sistémica o intracerebral de
KA en diferentes estructuras del cerebro, incluyendo al hipocampo
(revisado en Planas et al. 1997). En nuestro laboratorio se ha observado
la induccion de HSP70 después de la administracion por microdialisis en
el hipocampo de 4-AP (Ayala y Tapia 2003). Se presume que la
induccion de las chaperonas puede tener un efecto protector en las
células sujetas a un estimulo téxico. Por lo mismo, se ha planteado que
la presencia de estas proteinas en las células es un marcador del dafio
neuronal (Gonzalez et al 1989, Planas et al. 1997).



ANTECEDENTES

La excitotoxicidad y la ALS

Como se expuso en la introduccidn, la excitotoxicidad mediada por
glutamato es una de las probables causas de la muerte neuronal en la
ALS, y esta hipotesis se sustenta principalmente en que algunos
pacientes, ~40% de acuerdo con los estudios mas extensos (Shaw et al.
1995, Spreaux-Varoquaux et al. 2002), tienen un nivel de glutamato
incrementado en el liquido cefalorraquideo (LCR), aunque los niveles de
diferentes aminoacidos en el plasma, incluyendo al glutamato, no estan
alterados (Shaw et al. 1995). Adicionalmente, en el tejido de pacientes
analizado post mortem, se ha encontrado una reduccion en la cantidad
de la proteina GLT1 restringida a la CM y la médula espinal, salvo en un
caso de FALS donde la pérdida era evidente en otras estructuras
cerebrales. Sin embargo los niveles de GLAST y EAAC1 no se

encontraron alterados (Rothstein et al. 1995).

En el modelo de ratén Tgn-SOD1/G93A hay datos controversiales. Se ha
observado que en el liquido extracelular de la corteza hay un incremento
significativo de glutamato y aspartato con respecto a ratones no
transgénicos (Alexander et al. 2000), y que hay un aumento de
glutamato y glutamina en la pozas metabdlicas en la corteza, medido
por resonancia magnética (Andreassen et al. 2001). Sin embargo, este
aumento no se observo en el LCR del ratén transgénico, aunque si una
disminucion progresiva en la concentracion de glutamato en plasma
(Bendotti et al. 2001). Ademds, en este mismo trabajo, Bendotti y
colaboradores encontraron, mediante western blot e
inmunohistoquimica, un decremento progresivo de GLT1, pero no en
GLAST, en el asta ventral de la region lumbar de la médula espinal, que
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inicia después de la etapa presintomatica, lo que lo descarta como factor
causal de la enfermedad. En contraste, otros grupos han reportado que
no hay tal cambio en GLT1, GLAST 6 EAAC1 en ninguna etapa de la vida
del ratén, ni en la médula espinal (Sasaki et al. 2001, Deitch et al.
2002) ni en la corteza sensomotora (Alexander et al. 2000, Deitch et al.
2002). En experimentos hechos con sinaptosomas de médula espinal de
ratas transgénicas SOD1/G93A, donde se describe una expresion de
GLT1 disminuida, se encontré una reduccidon progresiva en la Vmax de la
recaptura de glutamato dependiente de Na™, con respecto a ratas no
transgénicas, (Dunlop et al. 2003). Sin embargo la presencia de los
transportadores en el tejido analizado no implica que éstos funcionen

adecuadamente.

Los transportadores de glutamato son vulnerables al dafo oxidante,
como ha sido demostrado al exponer cultivos corticales de astrocitos al
sistema generador de radicales libres xantina/xantina-oxidasa o a H;0;
lo que decrementa rapidamente la capacidad de recaptura del
glutamato. Este decremento en la recaptura de glutamato puede ser
recuperado con la adicién de SOD1 y catalasa, glutation 6 DTT, un
agente quimico que al igual que el glutation reduce los enlaces tiol de
cisteinas en las proteinas (Volterra et al. 1994). Por otro lado, se sabe
que el peroxinitrito es capaz de inhibir a GLT1, GLAST y EAAC1 en

cuestion de segundos (Trotti et al. 1996).

Los transportadores de glutamato tienen un mecanismo regulado por
oxido-reduccion conformado por cisteinas conservadas que forman
uniones disulfuro cuando la proteina esta oxidada y en este estado la
Vmax del transportador es mucho mas baja que cuando esta reducido, tal
vez porque la estructura disulfuro mantiene mas rigida a la proteina
(Trotti et al. 1998).

18



Una conexidn muy interesante entre la generacion de radicales libres
mediada por la SOD1 vy la inhibiciéon de los transportadores de glutamato
causada por la oxidacion surge de experimentos en donde se
coexpresaron en ovocitos de la rana Xenopus laevis la SOD1 humana
silvestre o con las mutaciones A4V ¢ 1113T encontradas en pacientes, y
el GLT1 humano. En esta preparacion se determind, mediante métodos
bioquimicos y electrofisioldgicos, que la actividad de GLT1 se inhibe en
presencia de H,O; en los ovocitos que expresan alguna forma mutante
de la SOD1, mas no en los que expresan la enzima silvestre. La
actividad del EAAC1 también se evalud pero no se encontrd alterada. Al
parecer, GLT1 es susceptible al dafo oxidante en el lado intracelular de
la proteina, probablemente por la oxidacién de los anillos aromaticos de
los residuos de histidina, triptofano o tirosina (Trotti et al. 1999).

Por Gltimo, adicionalmente al dafo excitotoxico, se ha observado en
estudios in vitro que el glutamato y el KA inducen la generacion de ROS
con mayor facilidad en las motoneuronas, y que estas especies pueden
ser liberadas y oxidar a los transportadores vecinos en la glia. De
manera similar, hay un mayor indice de alteraciones oxidativas en las
dreas circundantes a las motoneuronas en la meédula espinal de los
ratones G93A. (Rao et al. 2003).

HIPOTESIS

Con las evidencias presentadas anteriormente, se ha sugerido un
modelo de neurodegeneracion que involucra la pérdida de la funcion de
los transportadores de glutamato a causa de la elevaciéon en la
produccion de ROS, lo cual resultaria en un incremento en la

concentraciéon de glutamato extracelular y éste a su vez produciria la
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degeneracion de las motoneuronas por excitotoxicidad, segun el

siguiente esquema.
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De ser asi, en la etapa final del proceso patolégico los ratones
transgénicos con la SOD1 humana mutada tendran una mayor
susceptibilidad a la neurodegeneracién inducida por glutamato en el

cerebro, comparada con ratones silvestres.

OBJETIVO

El objetivo central de este trabajo es determinar el efecto que tiene un
incremento del nivel de glutamato extracelular endégeno en la viabilidad
neuronal en el cerebro de los ratones Tgn-SOD1/G93A, utilizados como
modelo de la ALS, con el fin de esclarecer la participacion del glutamato
en el proceso neurodegenerativo que subyace la muerte celular en la
ALS.
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DISENO EXPERIMENTAL

De acuerdo con lo anteriormente discutido, la elevacion del glutamato
extracelular enddgeno podria resultar en la degeneracién de las
neuronas expuestas a este aminoacido excitador, preferentemente en
ratones con la SOD1/G93A, modelo de la ALS (G93A), en comparacion
con ratones silvestres (WT). En una aproximacion experimental al
fenomeno de la disfuncion de los transportadores, utilizamos el
bloqueador no especifico de los transportadores de glutamato
dependientes de sodio L-trans-2-4,pirrolidin dicarboxilato (PDC). Este
compuesto funciona como substrato para los transportadores de tal
forma que es acarreado al interior celular en lugar del glutamato
(Sarantis et al. 1993). En trabajos anteriores en el laboratorio, la
administracién intracerebral de PDC, ha logrado incrementar la
concentraciéon extracelular de glutamato ademdas de aspartato,
glutamina y taurina (Massieu et al. 1995 y 1997). El bloqueo del sistema
de transporte de glutamato con PDC, es dosis-dependiente y en este
trabajo utilizamos una concentracion de 25 mM PDC durante 5
fracciones de microdialisis (ver materiales y métodos), que es suficiente
para inhibir el transporte e inducir la elevacion del glutamato

extracelular in vivo (Massieu et al. 1995).

Adicionalmente al bloqueo de la recaptura del glutamato, utilizamos 4-
AP, que como ya se menciond, es una droga que induce la liberacién de
los neurotransmisores desde las terminales nerviosas, mediante el
bloqueo de canales de potasio, lo que mantiene a la neurona
despolarizada por un mayor tiempo durante el potencial de accién. De la
misma forma que con el PDC el efecto de la 4-AP es dosis-dependiente y
de acuerdo con estudios previos en el laboratorio una dosis de 17.5 mM
4-AP administrada intracerebralmente (1 fraccion de microdialisis) es
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suficiente para generar una conducta convulsiva epileptiforme causada
por la liberacion excesiva de glutamato, misma que puede ser
blogueada con antagonistas de los receptores de glutamato como el MK-
801 (Pefa et al. 1999, Tapia et al. 1999).

La administracién intracerebral de las drogas mencionadas se llevd a
cabo mediante microdialisis, que es un método empleado en diversos
estudios en el SNC para valorar la liberacion de diferentes
neurotransmisores bajo distintas condiciones experimentales. La
microdidlisis funciona a través del implante en el tejido de una doble
canula concéntrica (figura 4) que tiene en su extremo una membrana de
copolimero de policarbonato-poliéter semipermeable, que permite la
difusion pasiva de agua, solutos y moléculas de relativamente bajo peso
molecular, los cuales fluyen a través de su gradiente de concentracion.
La canula se conecta a un sistema de bombeo que permite perfundir
liquidos a un flujo constante y recuperar un volumen en un tiempo
determinado. El porcentaje de recuperacidon es inversamente
proporcional a la velocidad de perfusion.

1
mambrara [
& a5

Figura 4. Canula de microdidlisis. Las flechas blancas indican el flujo de perfusion y las

negras el flujo de recuperacion en la membrana.
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Para evaluar los efectos que tienen tanto el PDC como la 4-AP sobre el
hipocampo y la CM de los ratones G93A y WT, se realizd la
cuantificacion de aminoacidos en cada fraccion de microdialisis, la
evaluacion histoldgica del tejido tefiido con violeta de cresilo y la

expresion de la chaperona inducible HSP70 por inmunohistoquimica.

MATERIALES Y METODOS

Animales

En este trabajo se utilizaron ratones transgénicos B6SIL-TgN(SOD1-
G93A)1Gur, que sobreexpresan la forma mutante de la SOD1 humana
que tiene la substitucion de la glicina 93 por una alanina (G93A) con un
alto numero de copias del transgen (15-20), y ratones no transgénicos
(WT) de la misma cepa (B6SIL) utilizados como controles, originalmente

adquiridos de los Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME. USA).

Todos los animales fueron mantenidos en un cuarto con temperatura
regulada y un ciclo de luz-oscuridad de 12 h, con comida y agua ad

libitum.

Como ha sido descrito (Gurney et al. 1994), los animales G93A con
mayor nimero de copias mostraron paralisis del tren posterior que inicid
aproximadamente a las 18 semanas de vida, mostrando un deterioro
significativo a las 20 semanas caracterizado por la incapacidad de mover
las patas traseras, en esta etapa se realizaron los experimentos de
microdialisis. Los ratones WT fueron utilizados después de las 18

semanas de vida.

Caracterizacion genotipica de los ratones transgénicos.

2
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La reproduccion de los ratones se llevd a cabo mediante el apareamiento
de un ratéon G93A en la etapa presintomatica con otro WT, de modo que
las camadas resultantes estaban compuestas aproximadamente por
50% G93A y 50% WT.

La caracterizacion genotipica de todos los ratones se realizé mediante
PCR a partir de ADN extraido de sangre. Se realizé6 un sangrado retro-
orbital del animal, ligeramente anestesiado con halotano, utilizando un
tubo microcapilar heparinizado. Aproximadamente 25 ul de sangre se
lisaron con 1 ml de buffer de lisis (sacarosa 320 mM, Tris-HCI 10 mM pH
7.5, MgCl, 5 mM vy Tritén X-100 1% v/v), y se centrifugaron en una
microfuga. El sedimento se resuspendio y se incubd en un buffer de PCR
con detergentes no iénicos PBND (KClI 50 mM, Tris-HCl pH 8.3 10 mM,
MgCl, 2.5 mM, gelatina 0.1 mg/ml, Nonidet P40 0.45% v/v, Tween 20
0.45 % v/v y proteinasa K 60 mg/ml) a 55 °C por 1 h, al finalizar se
inactivo la proteinasa K incubando la mezcla a 97 °C por 10 min. Como
molde para la reaccién de PCR se tomo6 1 ul de una dilucién 1:100 del
ADN en PBND. Se utilizaron los oligonucleotidos 5-CAT CAG CCC TAA
TCC ATC TGA-3"y 5-CGC GAC TAA CAA TCA AAG TGA-3' que amplifican
un producto de 236 pares de bases del exdn 4 del gen humano de la
SOD1 y 5'-CTA GGC CAC AGA ATT GAA AGA TCT-3'y 5-GTA GGT GGA
AAT TCT AGC ATC ATC C-3' que amplifican un producto de 324 pares de
bases del gen enddgeno de la interleucina-2 del raton utilizado como
control positivo para descartar falsos negativos, segun el protocolo de

los Jackson Laboratories.

La reaccion de PCR se realizd en una mezcla [buffer PCR 1X
(Invitrogen), MgS04 1.5 mM, desoxi-trifosfo-nucledtidos A, T, Cy G (0.2
mM cada uno), oligonucledtidos (0.4 mM cada uno), Platinum Tag ADN
polimerasa de alta fidelidad (Invitrogen, 0.5 U) y 1 ul de molde] en un
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volumen de 50 pl, con las siguientes condiciones: inicio 95 °C por 3 min,
35 ciclos de 95 °C-30 seg, 60 °C-30 seg, 72 °C-45 segq, y finalmente 72
°C por 2 min. La temperatura de fusion (60 °C) es la adecuada para
amplificar en la misma reaccion los productos de SOD1 e IL-2, los cuales
fueron separados por medio de electroforesis en un gel de agarosa al
1% en amortiguador TAE (Tris-acetate/EDTA electrophoresis buffer).

Microdialisis.

Los experimentos de microdialisis se llevaron a cabo con los ratones
anestesiados, por lo que para el implante de la canula y durante todo el
experimento, los animales fueron puestos en un sistema estereotaxico
con un aditamento de inhalacién por el cual fluyd una mezcla de 95% de
02y 5% de CO> con 0.8-1.5% de halotano. Se hizo un corte en la piel de
la cabeza y un orificio en el craneo para la entrada de la canula, que
tiene una membrana de didlisis de 1 mm de largo y 0.5 mm de diametro
externo y una permeabilidad para moléculas de hasta 20 kDa (CMA/12).
El implante se realizé de forma unilateral ya sea en el hipocampo o el la
CM del ratéon con las siguientes coordenadas (mm): hipocampo:
anteroposterior —-1.9 de Bregma, lateral +1.3 de la linea media, vertical
-2.0 de la superficie del craneo; CM: anteroposterior +1.0, lateral +1.3,
vertical -1.0 (Franklin y Paxinos, 1997). Se perfundié el medio Ringer
Krebs (NaCl 118 mM, KH;PO4 1.2 mM, KCI 4.7 mM, MgS0O4 1.18 mM,
NaHCOs; 25 mM, glucosa 10 mM y CaCl; 2.5 mM, pH 7.4) solo o con PDC
25 mM o 4-AP 17.5 mM; a un flujo de 2 ul/min utilizando una bomba de
microinyeccién (CMA/100 Micoinjection Pump, BAS). Después de 1 h de
estabilizacidon se colectaron continuamente 8 fracciones de 25 ul en 12.5
min cada una, usando un colector automatico (CMA/140 Microfraction
Collector, BAS). Al final del experimento después de retirar la canula se
suturd la piel. La canula tiene un porcentaje de eficiencia de ~10%
(Morales-Villagran et al. 1996).



Cuantificacion de aminoacidos

El analisis cuantitativo de los aminoacidos recuperados en las fracciones
de microdialisis se llevé a cabo mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) como se describe en el trabajo de Salazar et al.
(1994). Los 25 ul de cada fraccion se derivatizaron con un volumen igual
de o-ftaldialdehido (Sigma) en una reaccién de 3 min, inmediatamente

después se inyectaron 20 ul en el cromatdgrafo (Beckman).

La cromatografia se realizd usando columnas de fase reversa de 25 cm
de largo y 4 mm de diametro interno (Beckman Coulter). Se utilizd
como fase movil metanol / acetato de potasio 0.1 M, pH 5.5, a un flujo
de 1.5 ml/min en un gradiente linear de 15 min que fue desde 25 hasta
75% de metanol. Se utilizo un detector de fluorescencia para la

cuantificacion de los derivados.

Los resultados obtenidos de cada muestra fueron comparados con los de
una mezcla estandar de 7 aminodcidos (asp, glu, gin, gly, tau, ala y
GABA) procesada de la misma forma. Los valores finales no fueron
corregidos con respecto al porcentaje de eficiencia de la membrana de

microdialisis el cual como ya se mencion6 es de ~10%.

Histologia

Veinticuatro horas después del experimento de microdialisis los ratones
fueron sacrificados. Después de ser anestesiados con 0.3 ml de
pentobarbital sodico (inyectado i.p.) fueron perfundidos
intracardialmente con 50 ml de solucién salina (0.9 %) fria, seguidos de
250 ml de paraformaldehido al 4% en amortiguador de fosfatos (PBS)
0.1 M pH 7.4 frio. Los cerebros fueron removidos y postfijados durante
24 h en paraformaldehido a 4 °C, posteriormente fueron transferidos a
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soluciones de sacarosa al 10, 20 y 30% y mantenidos durante 24 h en
cada una para deshidratarlos. El tejido fue cortado en un cridstato en
secciones coronales de 50 um de grosor en el sitio donde la canula fue
colocada. Las secciones se emplearon alternativamente para la
evaluacion histologica mediante la tincion con violeta de cresilo y para la

inmunohistoquimica.

Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica de HSP70 se llevd a cabo en los cortes en
flotacion, que fueron tratados en PBS 0.1 M con Tritén al 0.3% durante
1 h, inmediatamente después se dejaron por 2 h en bloqueo con
albimina bovina (BSA) al 5% disuelta en PBS 0.1 M, para evitar la union
del anticuerpo a sitios no especificos y se incubaron en frio por 48 h con
el anticuerpo monoclonal primario de ratéon IgG a-HSP70 (Santa Cruz
Biotechnology), 15 ul/ml en BSA; posteriormente se lavaron por 10 min
2 veces con PBS/Tritén, y se incubaron por 2 h con un anticuerpo
secundario de cabra «-IgG de ratdn conjugado con isotiocianato de
fluoresceina (FITC : ZYMED Lab.) en una dilucién 1:250 en PBS/Triton.
Al terminar, se lavaron nuevamente de la misma forma, se colocaron en
portaobjetos previamente tratados con silano (Sigma), y se cubrieron
con Vecta-shield (Vector). Los cortes se observaron en un microscopio

con aditamento de epifluorescencia.

Para cada cerebro se incluyé una seccion tisular tratada de la misma
manera con excepciéon de la incubacién con el anticuerpo primario, para

descartar falsos positivos.



RESULTADOS

Efecto del PDC en el hipocampo.

La perfusion en el hipocampo de PDC 25 mM mediante microdidlisis
incrementd en gran medida las concentraciones extracelulares de
glutamato y aspartato por mas de una hora en ambos grupos (figura 5).
La cantidad liberada de glutamina y taurina también se elevo pero en
menor medida, mientras que la glicina y la alanina no cambiaron (datos
no mostrados). Durante las fracciones donde el glutamato se encontré
mas elevado (5 a 8), los niveles del neurotransmisor alcanzaron entre 8
y 10 veces el nivel basal. Este efecto fue muy similar en los ratones
G93A y en los WT y no hubo diferencias significativas entre los dos
grupos comparando cada fraccion, ni siquiera en las fracciones basales

(3 primeras).

A pesar del elevado nivel extracelular alcanzado por el glutamato
durante el bloqueo de su transporte, no hubo neurodegeneracion en el
tejido del hipocampo en ninguno de los dos grupos (figura 6). El unico
dafio que puede apreciarse claramente en el tejido es el producido por la
insercion de la canula, pero inclusive las zonas mas préximas al sitio

lesionado por ésta se encuentran bien preservadas.

El tratamiento con PDC en el hipocampo tampoco indujo la expresion de
la chaperona HSP70. Como se puede ver en la figura 7, esta proteina no

fue detectable ni en los WT ni en los G93A.
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Figura 5: Efecto del PDC sobre la concentracion de glutamato y aspartato
extracelulares en el hipocampo de los ratones G93A y WT. Las graficas muestran
los niveles extracelulares de glutamato y aspartato en cada uno de los grupos,
durante las fracciones basales (1 a 3) y durante la perfusion de PDC 25 mM
(barra: fracciones 4-8, 62.5 min). No hay diferencias significativas en los niveles de
glutamato y aspartato entre los G93A y los WT en el valor basal, ni en el valor
incrementado por el PDC. n=5 en cada grupo.



Ipsilateral Contralateral

Figura 6: Micrografias representativas (5 ratones por grupo) del efecto del PDC
sobre el tejido del hipocampo. En la region CA1 del hipocampo ipsilateral se
observa solamente el dafio causado por la insercion de la canula. En un aumento
mayor, el area de CA1 en la region perfundida en el hipocampo ipsilateral y la
region correspondiente del hipocampo contralateral. La barra corresponde a 500
um en las fotografias superiores y a 200 um en los aumentos.
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Figura 7: Micrografias representativas (5 ratones por grupo) de la
inmunohistoquimica contra HSP70 en el hipocampo de G93A y WT perfundidos
con PDC 25 mM. Las fotografias muestran el area de CA1 en los G93A y WT, en
la zona perfundida del lado ipsilateral (tracto de la canula en el extremo “amarillo”)
y la zona correspondiente del hipocampo contralateral. La fotografia del control
negativo (CN) muestra el area CA1 del lado ipsilateral en un corte tratado sin
anticuerpo primario. En ningin caso se observa la expresion de la chaperona en el
tejido tratado con PDC. La barra es igual a 100 pm.
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Efecto de la 4-AP en el hipocampo.

Con nuestro sistema, en el hipocampo no pudimos detectar cambios en
la concentracion extracelular de glutamato después de la administracion
de 4-AP 17.5 mM por microdialisis. Sin embargo hubo una reduccién de
casi la mitad del valor basal en la glutamina extracelular en ambos
grupos (figura 8). Esta respuesta de la glutamina a la 4-AP ha sido muy
reproducible en diversos experimentos en el laboratorio, con lo que
podemos confirmar el efecto de la 4-AP sobre los aminoacidos
extracelulares. En estos experimentos tampoco hubo diferencias
significativas en los niveles de glutamato y glutamina entre los G93A vy
los WT. No hubo cambios en las concentraciones de aspartato, glicina y
alanina, y en la taurina hubo una reduccién con respecto al valor basal

(datos no mostrados).

Al terminar el experimento de microdialisis, cuando los ratones WT
despertaron de la anestesia presentaron crisis epileptiformes
caracterizadas por convulsiones tonico-clonicas generalizadas que
tuvieron una duracion aproximada de 2.5 horas, después de las cuales
desaparecid esta conducta y todos los animales sobrevivieron. En
contraste, los ratones G93A tuvieron crisis epileptiformes de mayor
intensidad y duracion (mas de 5 horas) con respecto a los WT. Ademas,
no todos los animales que recibieron este tratamiento lograron
sobrevivir 24 h, y los que lo hicieron (6 de 9) presentaron un severo
deterioro al dia siguiente. Para confirmar si la generacién de las
convulsiones epilépticas es resultado de la hiperactivacion de los
receptores glutamatérgicos como respuesta a la liberacion excesiva de
glutamato causada por la 4-AP, se administro i.p. previamente (30 min)
1 mg/kg de peso de MK-801, un antagonista de los receptores NMDA.
Con este tratamiento las crisis epileptiformes fueron prevenidas; estos



ratones sélo mostraron una pérdida del equilibrio al caminar, similar a la
que presentaron ratones tratados con MK-801 Unicamente (n=5).

La neurodegeneracion causada por la 4-AP, caracterizada por el
adelgazamiento de la capa de neuronas piramidales del hipocampo, es
claramente apreciable en el hipocampo de los ratones WT, donde el
estrato piramidal estd completamente destruido en toda el drea de CA1
hasta su limite bien definido con CA2, en el hipocampo perfundido
(figura 9), este dafio fue también prevenido con la aplicacion de MK-801
(datos no mostrados). En los ratones G93A el dafio causado por la 4-AP
no es tan severo, aunque si se pueden distinguir nucleos picnéticos a lo
largo de la region de CA1 (figura 9).

En contraste con el PDC, la 4-AP indujo una notable expresion de la
HSP70 en diversas regiones del cerebro a las 24 h, la cual fue muy
intensa en ambos grupos, especialmente en los G93A (figura 10). Sin
embargo, sorpresivamente tal expresion no fue tan intensa en el
hipocampo, donde puede distinguirse en la region de CA3 e hilus en los
dos lados (A y B), como a lo largo de las capas corticales
correspondientes a la cortezas somoatosensorial y parietal posterior que
estédn sobre el hipocampo (C y D); en regiones mas laterales de la
corteza (somatosensorial secundaria, auditiva y entorrinal),
aproximadamente a la mitad del corte (E) y en el nucleo de la amigdala
(F). La marca mas intensa se observo en el lado contralateral (A, C, Ey
F). La expresion de la HSP70 también fue muy intensa en el hipocampo
y la corteza en los ratones WT, sobre todo en el lado contralateral
(figura 11). Al igual que con las «crisis epilépticas vy Ila
neurodegeneracion, el MK-801 evit6 la induccién de la HSP70 (datos no

mostrados).
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Figura 8: Efecto de la 4-AP sobre la concentracion de glutamato y glutamina
extracelulares en el hipocampo de los ratones G93A y WT. Las graficas muestran
los niveles extracelulares de glutamato y glutamina en cada uno de los grupos,
durante las fracciones basales (1 a 3), durante la perfusion de 4-AP 17.5 mM
(barra: fraccion 4, 12.5 min) y en las fracciones de recuperacion (5 a 8). No hay
diferencias significativas en los valores obtenidos para cada fracciéon entre los
G93A y los WT. n=5 en cada grupo.
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Ipsilateral Contralateral

Figura 9: Micrografias representativas del efecto sobre el tejido en el hipocampo
de la 4-AP. En la region CA1 del hipocampo del lado ipsilateral se aprecia una
severa neurodegeneracion en el raton WT (n=10), mientras que en el G93A,
aunque hay picnosis, la capa celular de CA1 no se encuentra tan deteriorada (n=6
de 9). En un aumento mayor, el area de CA1 en la regiéon perfundida en el
hipocampo ipsilateral y la region correspondiente del hipocampo contralateral. La
barra corresponde a 500 um en las fotografias superiores y a 200 um en los
aumentos.
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Figura 10: Micrografias representativas de la inmunohistoquimica para HSP70 en
el hipocampo de ratones G93A (n=6) perfundido con 4-AP 17.5 mM. Las
fotografias muestran en A: hipocampo contralateral;, B: hipocampo ipsilateral; C:
corteza y CA1 del lado contralateral; D: corteza ipsilateral; E: corteza contralateral
en la region media (corteza somatosensitiva secundaria y entorrinal) y F: corteza
contralateral y el nlcleo de la amigdala. La expresiéon de la HSP70 es intensa y
abarca casi toda la corteza sobre todo del lado contralateral. La barra es igual a
200 pm.
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Figura 11: Micrografias representativas de la inmunohistoquimica de la HSP70 en el
hipocampo de WT perfundido con 4-AP 17.5 mM (n=5). Las fotografias muestran en A:
la region CA1 del hipocampo contralateral; B: CA1 del hipocampo ipsilateral; C: hilus y
giro dentado del hipocampo contralateral; D: hilus y giro dentado del hipocampo
ipsilateral; E: corteza contralateral (cerca del nucleo de la amigdala) y F: la regiéon
correspondiente de la corteza en E del lado ipsilateral. Se puede apreciar la expresion
de la proteina en varias neuronas en el hipocampo, sobre todo en el area del hilus (C) y
en distintas regiones de la corteza. La barra es igual a 200 umen Ay By a 100 um en
C,D,EyF. 37



Efecto del PDC en la corteza motora.

De manera similar al efecto que tuvo la perfusion de PDC 25 mM en el
hipocampo, este tratamiento en la CM incrementd la concentracidn
extracelular de glutamato y aspartato en los dos grupos (figura 12). La
concentracion extracelular de glutamato durante las fracciones 5 a 8
alcanzé entre 12 y 16 veces el nivel basal. En estos experimentos el
nivel extracelular de glutamato incrementado por el PDC fue mas
elevado en los ratones WT con respecto a los G93A (p<0.05), pero no
hubo diferencias significativas en las fracciones basales. La
concentracion extracelular de glutamina se incrementd ligeramente,
mientras que en las concentraciones de glicina, taurina y alanina, casi

no hubo cambios (datos no mostrados).

También de manera similar a lo observado en el hipocampo, a pesar del
gran incremento en el glutamato extracelular, el tejido de la CM no
presenta alteraciones claramente visibles, en comparacion con el tejido
tratado exclusivamente con Krebs (figura 13). El Unico dafio que se
detecta a las 24 h del experimento es el de la lesion causada por el

implante de la canula.

Con el tratamiento de PDC en la CM tampoco se indujo la expresion de
la HSP70. En la figura 14, se pueden apreciar como “puntos negros”, los
somas de las neuronas en el tejido perfundido, indicando la ausencia de
la chaperona.
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Figura 12: Efecto del PDC sobre la concentracion de glutamato y aspartato
extracelulares en la corteza motora de los ratones G93A y WT. Las graficas
muestran los niveles extracelulares de glutamato y aspartato en cada uno de los
grupos, durante las fracciones basales (1 a 3) y durante la perfusion de PDC 25
mM (barra: fracciones 4-8, 62.5 min). En las 4 Udltimas fracciones (durante la
perfusion de PDC) la cantidad de glutamato extracelular es mas elevada en los
WT que en los G93A (p<0.05). n=5 en cada grupo.
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Figura 13: Micrografias representativas del efecto del PDC sobre el tejido de la
corteza motora (n=5 en cada grupo). Se observa unicamente el dafio causado por
la insercién de la canula (region clara a la derecha del recuadro). Las fotografias
de la derecha muestran a mayor magnificacion (barra igual a 200 um) las areas
marcadas en los recuadros de las fotografias de la izquierda (barra igual a 1 mm).
No hay diferencia entre la morfologia del tejido perfundido con Krebs tnicamente y
los tejidos de G93A y WT perfundidos con PDC 25 mM.
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Figura 14: Micrografias representativas de la inmunohistoquimica contra HSP70
en la corteza motora de los ratones G93A y WT perfundidos con PDC 25 mM (n=5
en cada grupo). Las fotografias muestran el area cercana a la canula perfundida
por el PDC en el lado ipsilateral (misma de la figura 12) y el area correspondiente
en el lado contralateral. No se observa induccién de la chaperona y pueden
distinguirse como “puntos negros” los somas de las neuronas. La barra es igual a

100 um.
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Efecto de la 4-AP en la corteza motora.

Al igual que en el hipocampo, la perfusion de 4-AP 17.5 mM en la CM
tampoco tuvo un efecto evidente sobre el contenido de glutamato
extracelular, al menos medido con nuestro sistema, pero el efecto en la
reduccion de la glutamina extracelular fue muy evidente en ambos
grupos (figura 15). No hubo diferencias significativas en los valores de
glutamato y glutamina extracelulares entre los dos grupos. Y de manera
similar a lo visto en el hipocampo, no hubo cambios en las
concentraciones de aspartato, glicina y alanina, y en la taurina hubo una

reduccion con respecto al valor basal (datos no mostrados).

Cuando los animales de ambos grupos despertaron de la anestesia
presentaron crisis epileptiformes caracterizadas por convulsiones ténico-
clonicas generalizadas que duraron aproximadamente 2.5 h, conducta
que puede ser prevenida con la administracién previa de MK-801; todos
los animales lograron sobrevivir a las convulsiones. Al dia siguiente del
experimento, los G93A mostraron un incremento muy ligero en la

paralisis caracteristica de este modelo transgénico.

La 4-AP no produjo neurodegeneracion en el tejido perfundido en los
G93A ni en los WT (figura 16), el Unico dafo que se observa es el de la
lesibn causada por la canula, de manera similar que en el tejido

perfundido exclusivamente con Krebs.

La expresion de la HSP70 24 h después de la microdialisis se indujo por
el tratamiento con 4-AP en areas pequefias de la corteza contralateral
(figura 17), pero no fue tan intensa como la observada cuando la 4-AP
se perfundid en el hipocampo, y aparentemente fue ligeramente mayor

en los G93A en comparacion con los WT.
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Figura 15: Efecto de la 4-AP sobre glutamato y glutamina extracelulares en la
corteza motora de los ratones G93A y WT. Las graficas muestran los niveles
extracelulares de glutamato y glutamina en cada uno de los grupos, durante las
fracciones basales (1 a 3), durante la perfusion de 4-AP 17.5 mM (barra: fraccion
5, 12.5 min) y en las fracciones de recuperacion (5 a 8). No hay diferencias
significativas en los valores obtenidos para cada fraccion entre los G93A y los WT.
n=5 en cada grupo.

43



LCRET N T, 2 oy SRt i T e el T WY a0 T 4 RS
G93A T
‘ . g 1__ el ‘}'i.'_ T ¥ N ¢ N P

Figura 16: Micrografias representativas del efecto de la 4-AP sobre el tejido de la
corteza motora (n=5 en cada grupo). Se observa Unicamente el dafio causado por
la inserciéon de la canula (region clara a la derecha del recuadro). Las fotografias
de la derecha muestran a mayor magnificacion (barra igual a 200 um) las areas
marcadas en los recuadros de las fotografias de la izquierda (barra igual a 1 mm).
No hay diferencia entre la morfologia del tejido perfundido con Krebs Gnicamente y
los tejidos de G93A y WT perfundidos con 4-AP 17.5 mM.
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Figura 17: Micrografias representativas de la inmunohistoquimica para la HSP70
en la corteza motora de G93A y WT perfundidos con 4-AP 17.5 mM. Las
fotografias muestran una regién de la corteza lateral del lado no perfundido
correspondiente a la corteza somatosensorial. Las figuras de la derecha en G93A
y WT (barra igual a 50 mm) son aumentos de la misma area en las figuras de la
izquierda (barra igual a 100 mm). En el control negativo (CN) tratado sin
anticuerpo primario, la barra es igual a 100 mm. Después del tratamiento con 4-AP
se observa unicamente una ligera expresion de la HSP70, pero lejana al area
perfundida. Las flechas sefnalan algunas neuronas que expresan la HSP70.
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DISCUSION

Como se menciond en la introduccidon, la ALS se caracteriza por la
muerte selectiva de las motoneuronas en la médula espinal, el tallo
cerebral y la CM. El modelo ideal para el estudio sobre los mecanismos
de la ALS es la médula espinal. Sin embargo, debido al tamafio tan
pequefio del ratdn es técnicamente imposible ubicar una canula de
microdidlisis en esta region, la cual tiene alrededor de 1 mm de
diametro en la porcion lumbar. Por lo mismo, los experimentos se
llevaron a cabo en las estructuras cerebrales del hipocampo y la CM,
donde el primero fue elegido debido a su relativa vulnerabilidad a la
muerte excitotdxica (Tapia et al. 1999, Pefia y Tapia 2000) y la segunda
debido a que esta involucrada en la patologia de la ALS.

La paralisis que presentan los ratones G93A como resultado de la
expresion de la SOD1 humana mutada es progresiva; comienza desde
las extremidades posteriores y va ascendiendo, en paralelo a como se
mueren las motoneuronas en la médula espinal. Los experimentos con
estos ratones se realizaron en la etapa de paralisis en las dos patas
traseras, cuando hay un déficit motor bastante notable, pero los
animales son aun capaces de deambular por sus cajas utilizando las
patas delanteras y pueden alimentarse normalmente. Esto significa que
la neurodegeneracion que han sufrido a este tiempo no llega mas alla de
la médula espinal. Sin embargo, tanto el hipocampo como la CM de
estos animales han estado expuestos durante toda la vida del ratén a
los efectos nocivos de la SOD1m, lo que implica que las neuronas en
esta etapa, podrian ser mas vulnerables a la neurodegeneracién
inducida por excitotoxicidad en los ratones G93A en comparacion con los

WT, aun con estimulos pequefios.
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Adicionalmente, en Ila ALS como en otras enfermedades
neurodegenerativas, existe un déficit energético, el cual es potenciado
por el dafio oxidante al que estan expuestas las mitocondrias (Beal
2000). En apoyo a lo anterior, se ha visto que al suplementar la dieta de
los G93A con creatina, una molécula que participa como reserva
energeética intracelular, se logra retrasar el progreso de la enfermedad
(Klivenyi et al. 1999, Andreassen et al. 2001). Cuando hay un déficit
energético severo, el potencial de membrana, mantenido por las
ATPasas Na“/K*, puede perderse con mayor facilidad y esto puede llevar
a que una elevacion, aunque pequefia, de glutamato logre mantener
despolarizada mas facilmente a la neurona postsinaptica, inclusive
activando a los receptores NMDA mas rapidamente, y generando un
dafo excitotoxico mayor. Asi, las motoneuronas en condiciones de
deficiencia energética deberian también ser mas susceptibles a una
estimulaciéon glutamatérgica incrementada, en comparacién con las

neuronas de los ratones WT.

Inhibicion del transporte de glutamato.

Como se discutié anteriormente, una de las principales hipotesis que se
han considerado como parte de los mecanismos de neurodegeneracion
en la ALS, es el funcionamiento deficiente de los transportadores
glutamatérgicos, probablemente a causa del dafio oxidante al que estan
expuestos, principalmente en un medio donde la SOD1 se encuentra
alterada. El bloqueo de los transportadores resultaria en la muerte de
las neuronas expuestas al incremento del glutamato extracelular que
pueda hiperactivar sus receptores, un proceso que se facilitaria en las

condiciones celulares que se acaban de mencionar.

La perfusién de PDC, con el consecuente y muy evidente incremento en

el glutamato extracelular, no resulté en la muerte neuronal en las areas
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perfundidas del hipocampo ni de la CM en los ratones WT. Estos
resultados concuerdan con datos anteriores donde el PDC perfundido por
microdialisis en el estriado y en el hipocampo de la rata, e inyectado
agudamente en el estriado, tampoco tuvo un efecto sobre la muerte
neuronal en ratas a diferentes edades (Massieu et al. 1995 y 1997). Una
posible explicacion de la falta de dafo después de un incremento tan
notable en el nivel de glutamato extracelular es que los transportadores
inhibidos estén lejos del sitio donde se encuentran los receptores
glutamatérgicos y el glutamato tal vez no alcance concentraciones tan

altas en el espacio sinaptico.

En los ratones G93A el PDC tampoco provoco la muerte de las neuronas
en el hipocampo ni en la CM. El resultado mas interesante puede ser el
de esta ultima estructura, ya que segun la selectividad de la muerte

neuronal en la ALS, esta region deberia ser aun mas vulnerable.

Mas aun, el PDC no logré inducir la expresion de la HSP70, que se
induce en las células que fueron sometidas a un estrés fuerte y
potencialmente letal, pero que lograron sobrevivir al menos al tiempo en
el que el animal fue sacrificado (Ohtsuka et al 2000, Sloviter et al.
1992). La falta de deteccién inmunohistoquimica de la HSP70 puede
indicar que estas neuronas no estuvieron sujetas a tales condiciones de

estrés, ni siquiera en los ratones G93A.

A diferencia de datos publicados anteriormente (Alexander et al. 2000,
Andreassen et al. 2001), nosotros no encontramos cambios en los
niveles basales de aspartato y glutamato extracelulares entre los WT y
los G93A, ni tampoco que el incremento del glutamato extracelular
debido a la perfusion del PDC fuera mas elevado en los G93A que en los

WT, como reportan Andreassen y colaboradores (2000). Esto podria ser
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debido a que se utilizaron diferentes parametros en los modelos
experimentales: en el trabajo mencionado, la cantidad del inhibidor
utilizado es casi 40 veces menor y la microdialisis se realizo en animales
en libre movimiento, con una canula con una membrana de 2 mm de

largo colocada en la corteza prefrontal.

Liberacion de glutamato

Para observar el efecto del exceso de glutamato directamente sobre sus
receptores, utilizamos la 4-AP que induce su liberacién mediante el
bloqueo de canales de potasio. Con nuestras condiciones experimentales
no fue posible detectar ningln incremento en la concentracién del
glutamato extracelular como resultado de la perfusion de 4-AP ni en el
hipocampo ni en la CM, aunque la generacion de crisis epileptiformes en
respuesta a ésta sugieren que si hubo una liberacion de glutamato
excesiva desde las terminales sindpticas, lo cual fue confirmado al abatir
la presentacion de dichas crisis con la administracion previa del
antagonista de receptores tipo NMDA MK-801, de manera similar a lo
anteriormente reportado en el hipocampo de la rata (Tapia et al. 1999,
Pefla y Tapia 1999 y 2000). La disminucion en la concentracion de
glutamina es otro indicador de los efectos que tiene la 4-AP sobre los
aminoacidos extracelulares y es coincidente con datos que reportan que
en el tejido de hipocampo epiléptico humano la concentracion de

glutamina es menor (Petroff et al. 2002).

En los ratones WT la neurodegeneracion del area entera de CA1l en el
hipocampo también ocurri6 de manera similar a lo anteriormente visto
en la rata (Tapia et al. 1999, Pefia et al. 1999 y 2000). Sin embargo y
contra lo esperado, este no fue el caso en los ratones G93A, a pesar de
que sufrieron convulsiones mas intensas y mas prolongadas que los WT.

Aunque se puede percibir dafio en el area CA1l en la mayoria de estos
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animales tratados con 4-AP, este no es tan severo como en los controles
WT. En una publicacién reciente se encontré que existen diferencias en
la conducta convulsiva y la patologia en el hipocampo entre distintas
cepas de ratén tratadas con KA (McKhann et al. 2003): los animales de
las cepas que sufren convulsiones mas intensas tienen un menor dafo
en el tejido del hipocampo que los animales que no padecen crisis tan
fuertes. La diferencia en cuanto a la susceptibilidad al KA en las cepas
probadas se asienta en el fondo genético de las mismas, segun los
autores de dicho trabajo. Si bien en este trabajo se utilizaron ratones
con el mismo fondo genético, pudiera pensarse que la presencia de una
enzima mutante haga que existan diferentes interacciones de factores

intracelulares en este ambiente con respecto a los que hay en los WT.

La induccién de la sintesis de la HSP70 luego del tratamiento de 4-AP en
el hipocampo en ambos grupos fue muy pronunciada y se dio también
en regiones distantes del sitio de la perfusion, de manera similar a lo
visto en el hipocampo de la rata (Ayala y Tapia, 2003), y puede ser en
alguna forma equiparable a datos previos, donde la inyeccion de KA en
el hipocampo induce la expresion de la HSP70 en la corteza y otras
estructuras subcorticales como el tdlamo y la amigdala (Gonzalez et al.
1989). La inmunoreactividad de la HSP70 en zonas distantes al sitio de
perfusién puede ser debida al efecto de la estimulacién transinaptica en
la corteza a través de las proyecciones de CA1, y a regiones homdlogas
del hipocampo contralateral a través de las fibras comisurales. Estas
regiones son sensibles a la propagacion de la excitacién generada por la
4-AP y esta sefial puede ser suficiente para generar estrés celular, como
se discute en el trabajo de Ayala y Tapia (2003). Segun Sloviter y
colaboradores (1992), después de la estimulacion eléctrica de la via
perforante con una dosis subumbral para generar muerte neuronal, la

expresion de la chaperona se da en neuronas que estdn muy cerca de
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sufrir un dafio severo, que son vulnerables a una excitacién excesiva y
que de haber recibido un estimulo mayor habrian muerto. Este podria
ser el caso en nuestro modelo con la estimulacién con 4-AP.

En la CM la 4-AP no causé neurodegeneracion en el tejido perfundido, al
menos hasta donde se puede apreciar morfolégicamente, en ninguno de
los dos grupos. La conducta epileptiforme que presentaron los animales
es resultado de la liberacion de glutamato desde las terminales
sinapticas, como lo demuestra la proteccidon por la aplicacién de MK-801,
aunque tampoco se pudieron detectar cambios en la concentracion
extracelular de este neurotransmisor medido por microdialisis. Y
finalmente, la expresion de la HSP70, aunque reducida en comparacion
al tratamiento en el hipocampo, es evidencia del efecto excitador de la
4-AP.

La falta de dafio en el tejido de la CM después del tratamiento con 4-AP
tiene implicaciones interesantes. Primero, esta estructura es mucho
menos vulnerable al dafio excitotoxico en comparacién con el
hipocampo; segundo, la SOD1m y el consecuente dano oxidante
tampoco hacen a esta regidon mas susceptible a la muerte excitotdxica,
ya que en las condiciones en las que se encontraba el tejido de los
ratones G93A al momento del experimento, una estimulacién excesiva
como la recibida por el efecto de la 4-AP, habria resultado en la
neurodegeneracion del tejido perfundido.

Si bien este modelo no es crénico como lo es el progreso natural de la
enfermedad, la estimulacién tan persistente lograda por la 4-AP y el
prolongado (> 1 h) periodo en el que el glutamato se encontré elevado
mas de 8 veces a causa del PDC, se dieron en la etapa sintomatica de la
enfermedad en la que las neuronas de los G93A pudieran ser mas
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vulnerables, y estimulos de esta naturaleza podrian desencadenar la
muerte celular. Ademas la dosis y el tiempo usados en la perfusién de 4-
AP fueron suficientes para inducir la neurodegeneracién en el hipocampo
de los ratones WT en este trabajo, asi como en trabajos previos en la
rata (Ayala y Tapia 2003, Pefa y Tapia, 1999 y 2000), por lo que
aunque este modelo no es cronico, sabemos que no es necesaria una
estimulacion mucho mas prolongada, al menos en el caso de la 4-AP,

para inducir la muerte neuronal.

Los resultados obtenidos en este trabajo con 4-AP y PDC estan en
concordancia con experimentos similares que se han realizado en la
medula espinal de la rata (Corona y Tapia, 2004), donde ninguno de los
dos tratamientos logré matar a las motoneuronas inferiores en el asta
ventral de la médula espinal, aunque de manera similar hubo un notable
incremento en el glutamato extracelular con PDC. Sdlo la perfusion de
AMPA 6 y 12 mM logro causar la muerte de las motoneuronas y lograr la
paralisis de la pata ipsilateral en la rata, de manera muy semejante a lo
visto en los ratones G93A, este efecto pudo ser prevenido con la

coadministraciéon del antagonista de receptores AMPA NBQX.

Finalmente, con nuestros resultados podemos concluir que el hecho de
que el glutamato esté incrementado en algunos pacientes no es causa
suficiente para inducir la neurodegeneracion de las motoneuronas en la
ALS, aungue no se puede descartar que éste sea un factor aditivo al
proceso neurodegenerativo. Esto podria explicar en parte por qué el
riluzol, que es hasta ahora el Unico tratamiento utilizado para la ALS,
gue actla mediante la inhibicion de la liberacion de glutamato desde las
terminales nerviosas, probablemente mediante la estabilizacién del
estado inactivo de los canales de Na® dependientes de voltaje y como

una antagonista no competitivo de los receptores NMDA, tiene un efecto
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tan limitado en el tratamiento de la enfermedad (Gurney et al 1996, Dib
et al. 2003).

CONCLUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo no apoyan la hipotesis
excitotoxica de la neurodegeneracion en la ALS, ya que al menos en
este modelo, un incremento considerable en la concentracion de
glutamato extracelular y la potenciacion de su liberacion desde las
terminales sinapticas en el cerebro, no tuvieron los efectos
degenerativos que se esperarian, en los ratones transgénicos modelo de
esta enfermedad, en la etapa sintomatica cuando las células debieran
ser mas susceptibles a un dafo excitotdxico. Nuestros resultados indican
que, al menos con los parametros utilizados en este trabajo, no hay una
relacion clara entre el dafo oxidante al que los transportadores de
glutamato puedan estar sujetos debido a la SOD1m, con el supuesto
incremento de la concentracién de glutamato extracelular y la muerte

excitotoxica de las motoneuronas en la ALS.
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