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RESUMEN

La esclerosis lateral amiotrofica (ALS por sus iniciales en inglés) es una enfermedad
neurodegenerativa caracterizada por la degeneracion selectiva y progresiva de las motoneuronas, lo
que causa una paralisis también progresiva que culmina con la muerte por paro respiratorio. Esta
muerte de las motoneuronas ha sido asociada a la excitotoxicidad debida a una excesiva
neurotransmision glutamatérgica, particularmente por la sobreactivacion de los receptores tipo AMPA
(o-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionato). Previamente nuestro grupo desarrollé un modelo in
Vivo en rata de muerte excitotoxica de motoneuronas espinales en la region lumbar por medio de la
perfusiéon de AMPA por microdidlisis. Este tratamiento produjo una paralisis ipsilateral permanente y
la muerte de las motoneuronas por un mecanismo dependiente de la entrada de Ca®". La concentracion
intracelular excesiva de Ca®" dafia a las neuronas a través de varios mecanismos, entre ellos la
deficiencia de la funciéon mitocondrial y trastornos del metabolismo energético, y el aumento de la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Con objeto de estudiar la posible participacion de
la deficiencia mitocondrial y del estrés oxidativo en la degeneracion de las motoneuronas, probamos
los posibles efectos neuroprotectores de varios sustratos que pueden actuar por medio de dos
mecanismos, ya sea estimulando el metabolismo energético o como antioxidantes. Estudiamos el
lactato, el a-cetobutirato, el P-hidroxibutirato y el ascorbato a diferentes concentraciones, co-
perfundiéndolos con el AMPA por microdialisis en la médula espinal lumbar de la rata. Se realizaron
evaluaciones de la funcion motora con la prueba del rotarod y los analisis histologicos del segmento
lumbar perfundido, y se correlaciond el nimero de motoneuronas con el desempefio motor. Se observo
muy buena proteccion con la perfusion del a-cetobutirato a una concentracion de 20 mM, tanto
histolégicamente como en la conducta motora. La perfusion de B-hidroxibutirato y lactato también
protegié de manera significativa pero a concentraciones mayores (50 mM y 100 mM respectivamente).
Por otro lado, la perfusion de ascorbato ejercio solamente una proteccion parcial aun a concentraciones
de hasta 50 mM. Nuestros resultados indican que las deficiencias mitocondriales y en el metabolismo
energético estan involucradas de manera significativa en la muerte de las motoneuronas espinales
inducida por la sobreactivacion de los receptores al glutamato tipo AMPA in vivo, y que el estrés
oxidativo parece estar participando en menor proporcion dada la proteccion parcial ejercida por el
ascorbato y por el hecho de que los otros sustratos también tienen propiedades antioxidantes.

Concluimos asimismo que existe un umbral en el nimero de motoneuronas necesario para prevenir las
alteraciones motoras y la paralisis, ya que el analisis de los resultados obtenidos con todas las
condiciones probadas en este modelo en este y trabajos previos, muestran que existe una clara
correlacion entre la sobrevivencia de motoneuronas y la funcion motora. Asi, mientras se preserve mas
del 50 % de las motoneuronas, se evitan tanto las alteraciones en el desempefio motor como la
paralisis, mientras que cuando no se supera este umbral de proteccion ocurre un déficit parcial en el
desempefio motor, y cuando hay una pérdida severa de motoneuronas se produce inevitablemente la

paralisis.



ABSTRACT

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease characterized by selective and
progressive motoneuron degeneration leading to progressive paralysis and finally death due to
respiratory failure. Motoneuron death has been associated to excitotoxicity caused by an excessive
glutamatergic neurotransmission, particularly as a result of the AMPA (a.-amino-3-hydroxy-5-methyl-
4-isoxazole propionate) receptor overactivation. Previously, our group developed an in vivo model of
spinal motoneuron excitotoxic death by means of microdialysis perfusion of AMPA in the lumbar
region of the rat spinal cord. This treatment produced a permanent paralysis of the ipsilateral hindlimb
and death of motoneurons by a Ca*"-entry dependent mechanism. Excessive intracellular calcium
concentration causes neuronal injury through several mechanisms, including mitochondrial function
deficiency and energy metabolism disorders, and increased reactive oxygen species (ROS) production.
To study the possible participation of mitochondrial energetic deficiencies and of oxidative stress in
motoneuron degeneration, we tested the neuroprotecive effects of different substrates that can function
via two different mechanisms: by energy metabolism stimulation or as antioxidants. Co-perfusions of
different concentrations of lactate, a-ketobutyrate, B-hydroxybutyrate, or ascorbate with AMPA by
microdialysis in the rat lumbar spinal cord were performed. We assessed motor function with the
rotarod test and carried out histological analysis of the lumbar segment of the spinal cord, and
correlated the number of motoneurons with motor performance. Perfusion of 20 mM a-ketobutyrate
protected notably against motoneuron loss and paralysis or motor alterations. Perfusion of -
hydroxybutyrate and lactate protected significantly as well, but at higher concentrations (50 and 100
mM respectively). On the other hand, ascorbate perfusion protected only partially even at
concentrations up to 50 mM. Our results indicate that mitochondrial energy metabolism deficits are
importantly involved in spinal motoneuron death induced by overactivation of AMPA receptors in
vivo and that oxidative stress seems to be participating to a lesser extent.

We also conclude that there is a threshold in the number of motoneurons necessary to prevent motor
alterations and paralysis, since the analysis of the results obtained with all the conditions tested in this
model, shows that there is a clear correlation between motoneuron survival and motor function. Thus,
as long as more than 50 % of the motoneurons are preserved, motor function alterations and paralysis
are avoided, whilst when this threshold is not attained, the protection is only partial and the rats
present a partial deficit on motor performance. Finally, the severe loss of motoneurons induces

paralysis inevitably.
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l. INTRODUCCION

Neurotransmision glutamatérgica

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el Sistema Nervioso Central (SNC) de los
mamiferos y estd involucrado en muchos aspectos de la funcioén cerebral normal. Fue descubierto en
1908 por Kikunae Ikeda, pero el hallazgo de que esta sustancia puede excitar el tejido nervioso tomo
aproximadamente 5 décadas (Chiosa y Gane, 1956; Curtis et al., 1960).

El glutamato es el principal mediador de la informacion sensorial, de la coordinacién motora, de las
emociones y de la cognicion, incluyendo el aprendizaje, la formacion y recuperacion de la memoria
(Hassel y Dingledine, 2006). Ademas, tiene un papel importante en la formacion del SNC, ya que esta
involucrado en procesos ontogénicos como la proliferacion, maduracion, supervivencia y migracion
neuronal, formacidn, remodelacion y eliminacion de sinapsis, asi como también en el establecimiento
y refinamiento de las conexiones neuronales (Pasantes et al., 1991).

El L-glutamato es un aminoacido comin que juega un papel central en el metabolismo celular del
cerebro participando en muchas reacciones. Es el precursor del acido y-aminobutirico (GABA) en
neuronas GABAérgicas, y de la glutamina en las células gliales; es un constituyente de proteinas y
péptidos como el glutation. El glutamato es un aminoacido no esencial que no cruza la barrera
hematoencefalica, por lo que el SNC cuenta con enzimas para su sintesis. La sintesis de glutamato se
realiza a partir de la glucosa y de los aminoacidos que cruzan la barrera hematoencefalica. La glucosa
sanguinea es convertida a a-cetoglutarato después de su oxidacion por medio de la glucolisis y del
ciclo de los acidos tricarboxilicos (ciclo TCA, ciclo del acido citrico o ciclo de Krebs). En este proceso
el a-cetoglutarato recibe un grupo amino de otro aminodcido mediante una reaccion de transaminacion
catalizada por aminotransferasas, enzimas dependientes de fosfato de piridoxal (coenzima que
contiene la vitamina Be o piridoxina), y es convertido a glutamato. El glutamato se encuentra en
equilibrio con y es continuamente reconvertido a a—cetoglutarato y metabolizado mediante el ciclo de
Krebs (Hassel y Dingledine, 2006).

Después de su liberacion de las terminales nerviosas, gran parte del glutamato es tomado de la
hendidura sinaptica tanto por las neuronas como por la glia que rodea las sinapsis. El glutamato

captado por los astrocitos reacciona con el amoniaco para formar glutamina por medio de la glutamina



sintetasa, enzima dependiente de adenosin trifosfato (ATP). La glutamina es exportada al liquido
extracelular y tomada por las neuronas glutamatérgicas; en la terminal sinaptica de estas neuronas, la
glutamina es hidrolizada a acido glutamico y amonio por la accion de la glutaminasa activada por
fosfato, que es una enzima mitocondrial. Este paso de glutamato y glutamina entre las neuronas y los
astrocitos es llamado el ciclo glutamina-glutamato. Tanto los astrocitos como las neuronas tienen
transportadores que son impulsados por el gradiente de Na" y concentran la glutamina dentro de las
células (Broman et al., 2000; Kandel et al., 2000; Hassel y Dingledine, 2006).

Por lo tanto, todas las células del cerebro, neuronales y gliales, contienen glutamato, que se encuentra
en el citosol y la mitocondria, tanto en los cuerpos celulares como en sus prolongaciones. En las
neuronas glutamatérgicas, el glutamato esta concentrado en las vesiculas sinapticas; esta acumulacion
depende de la actividad de los transportadores vesiculares de glutamato (VGLUTs), que son proteinas
especializadas que se encuentran en las membranas vesiculares, son complejos multiméricos y son
antiportadores proton/glutamato.

La sinapsis es la zona de contacto especializada en la que una neurona se comunica con otra. La
sinapsis glutamatérgica clasica es un punto de comunicacion entre una terminal nerviosa presinaptica y
una espina dendritica postsinaptica (sinapsis axo-dendriticas) u otra terminal nerviosa (sinapsis axo-
axonal). Durante la transmision sinaptica se libera el neurotransmisor de las terminales presinapticas
que contienen los grupos de vesiculas sinapticas individuales, cada una las cuales estd ocupada por
muchas moléculas (~1200) de glutamato que han sido transportadas por los VGLUTs al interior de las
vesiculas después de su sintesis. Las vesiculas sinapticas se acumulan en regiones de la membrana
especializadas para la liberacion del transmisor que son conocidas como zonas activas. Lo que
desencadena la liberacion del neurotransmisor es la descarga de un potencial de accion que llega a la
terminal del axon presinaptico, ésto provoca que se abran los canales de Ca®" sensibles al voltaje en la
zona activa. El flujo del Ca®" hacia adentro produce una elevada concentracion intracelular de este ion
cerca de la zona activa, que hace que las vesiculas se fusionen con la membrana celular presinaptica y
liberen el glutamato a la hendidura siniptica por medio de exocitosis. Una vez liberado el
neurotransmisor, se reciclan las membranas vesiculares en la terminal nerviosa por endocitosis. Las
moléculas de glutamato liberadas difunden entonces a través de la hendidura sinaptica y se unen a los

receptores especificos de la membrana de la célula postsindptica. Esta union provoca la activacion de
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los receptores, lo que da como respuesta la apertura de canales idnicos o la activacion de vias
intracelulares. El flujo i6nico que resulta de ello altera la conductancia y el potencial de membrana de
la célula postsinaptica, dando lugar a la despolarizacion transitoria y a la generacion de un potencial de
accion cuando la despolarizacion es lo suficientemente intensa para llevar el potencial de membrana al
umbral de generacion de un potencial de accion (Kandel et al., 2000).

Las sinapsis glutamatérgicas (figura 1) son reconocidas como asimétricas, ya que la membrana
postsinaptica parece mas gruesa que la presinaptica, esta densidad postsinaptica (PSD) puede contener
hasta 100 proteinas diferentes, entre ellas los receptores al glutamato. Existen 2 principales categorias
de receptores al glutamato: los receptores ionotropicos que son canales de cationes que se abren
permitiendo el flujo de los iones cuando el glutamato se une a ellos; y los receptores metabotropicos
que activan enzimas intracelulares a través de proteinas G cuando se unen al glutamato. Se conocen 3
clases de receptores ionotropicos: los receptores tipo NMDA (N-metil-D-aspartato), AMPA (acido a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionico) y KA (kainato), nombrados asi por sus agonistas
selectivos. Los receptores ionotropicos son complejos tetraméricos de las diferentes subunidades
individuales de cada tipo de receptor en distintas combinaciones. Existen un niimero considerable de
variantes de las subunidades relacionadas con el empalme alternativo de los transcritos de RNA o con
la edicion del RNA, y diversos patrones de expresion de las subunidades a lo largo del SNC; ésto da
lugar a multiples subtipos de receptores funcionales tipo AMPA, kainato y NMDA, y establece una
heterogeneidad de los receptores a glutamato en todo el SNC (Seeburg, 1993; Hollman y Heinemann,

1994),
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Figura 1. Representacion esquematica de una sinapsis glutamatérgica axodendritica que consiste de una terminal
nerviosa presinaptica y una espina dendritica postsinaptica. La terminal nerviosa contiene vesiculas sinapticas
con transportadores vesiculares de glutamato (puntos rojos), mitocondrias (azules) con glutaminasa en la
terminal nerviosa (punto amarillo), receptores al glutamato metabotropicos, y transportadores de glutamato
(EAAT2) y glutamina (transportadores SA). La espina dendritica postsinaptica contiene receptores al glutamato
ionotropicos (tipo AMPA y NMDA) y metabotropicos, y transportadores de glutamato (EAAT3 y EAATA4).
Alrededor de la sinapsis estan los procesos de los astrocitos con transportadores de glutamato (EAATI y
EAAT?2) y de glutamina (transportadores SN), receptores al glutamato y hasta vesiculas llenas de glutamato. El
glutamato que se escapa de la sinapsis sin haber sido recapturado por los transportadores puede difundir hacia las
sinapsis vecinas. AMPA-R: receptores tipo AMPA; NMDA-R: receptores tipo NMDA; EAATI-4:
transportadores de aminoacidos excitadores 1-4; Gln: glutamina; Glu: glutamato; mGlu-R: receptores al
glutamato metabotropicos; SA y SN: transportadores de glutamina sistema A y sistema N respectivamente
(Modificada de Hassel y Dingledine, 2006).

La mayoria, si no es que todos los receptores tipo NMDA en el cerebro son heteroméricos, como
parece ser también el caso de los receptores tipo AMPA y kainato. Se han identificado 3 familias de
subunidades de los receptores tipo NMDA, la primera representada por un unico gen (NR1), la
segunda por 4 genes (NR2A-NR2D), y la tercera por 2 genes conocidos (NR3A-NR3B). Estos
receptores permiten el flujo de Ca*" (hacia adentro), de Na* (hacia adentro) y de K* (hacia afuera), y la
apertura del canal depende tanto del voltaje de membrana como del transmisor quimico. La
incorporaciéon de una subunidad NR3 a estos receptores reduce la permeabilidad al Ca®* del canal del
receptor (Sasaki et al., 2002; Matsuda et al., 2002). El receptor tipo NMDA es tnico entre todos los

receptores a neurotransmisores conocidos en su requerimiento de la union simultanea de 2 diferentes
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agonistas para su activacion, ya que ademas del sitio de union ocupado por el glutamato en la
subunidad NR2, se requiere de la union de la glicina a un sitio que se encuentra en la subunidad NR1
para la activacion del receptor. El glutamato y la glicina son referidos como co-agonistas del receptor
NMDA ya que ninguno de los 2 actuando solo puede abrir el canal iénico (Kleckner et al., 1988;
Dingledine et al., 1999). Los receptores tipo NMDA son de los receptores a neurotransmisores mas
ampliamente regulados, ya que tienen varios sitios de regulacion distintos que unen ligandos
endogenos que influyen en la probabilidad de la apertura del canal idénico. Los que promueven la
activacion del receptor consisten en los 2 sitios de reconocimiento para los co-agonistas (glutamato y
glicina), y uno 6 maés sitios reguladores que unen poliaminas (como la espermina y espermidina); y los
que actian inhibiendo el flujo idnico a través de los receptores aunque éstos ya tengan los agonistas
unidos, son sitios de reconocimiento para Mg*", Zn*" y H". El Mg*" extracelular se une a un sitio del
poro del canal abierto y actia como un tapon bloqueando el flujo de corriente. Ejerce un bloqueo del
canal i6nico abierto dependiente de voltaje porque a potenciales de membrana de reposo (-65 mV) 6
mas negativos (hiperpolarizado), la entrada de Mg”" al poro del canal bloquea el movimiento de los
iones a través de éste, atin cuando los 2 coagonistas estén unidos a sus sitios. Conforme el potencial de
membrana va siendo menos negativo o hasta positivo, la afinidad del Mg*" por su sitio de unién
disminuye, el Mg®* es expulsado del canal por repulsion electrostatica y el bloqueo se vuelve
inefectivo, por lo tanto, la despolarizacién libera al canal del bloqueo por el Mg”" y por esta razon este
receptor es dependiente de voltaje (Nowak et al., 1984). El estado redox del receptor también afecta las
respuestas mediadas por él, ya que uno de los pares de residuos de cisteinas puede estar reducido (lo
cual potencia las corrientes mediadas por el receptor NMDA) u oxidado y formar puentes disulfuro (lo
cual reduce las corrientes). Los agonistas del receptor tipo NMDA son tipicamente aminoacidos
dicarboxilicos de cadena corta como el glutamato, aspartato y NMDA (Hassel y Dingledine, 2006).

Los receptores tipo AMPA estdn ampliamente distribuidos en el SNC, sirven como receptores para la
neurotransmision sindptica excitadora rapida mediada por glutamato y son independientes de voltaje.
Estos receptores son complejos homo- o hetero-tetraméricos formados por 4 subunidades, GluR1-
GluR4 en varias combinaciones, las cuales estan codificadas por genes separados y son expresadas
abundantemente a lo largo del SNC (Hollmann y Heinemann, 1994). Los receptores que contienen la

subunidad GluR2 en su estructura son permeables a Na~ y K'. Esta subunidad GIuR2 determina la
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permeabilidad a Ca®" de los receptores AMPA porque la presencia de al menos un GIluR2 en su
estructura los hace impermeables al cation, mientras que los receptores que carecen de esta subunidad
son permeables a calcio, siendo 3 a 5 veces mas permeables a Ca®" que a Na™ (Hollmann et al., 1991;
Hume et al., 1991). Sin embargo, no solo la presencia de la subunidad determina esta permeabilidad,
sino que también las modificaciones posttranscripcionales que editan el sitio Q/R de la subunidad
GluR2 (figura 2) substituyendo la glutamina (Q) no cargada por una arginina (R) cargada
positivamente que impide el flujo de calcio a través del poro (Burnashev et al., 1992a). Por lo tanto, un
déficit en la edicion posttranscripcional de la subunidad GluR2 da como resultado receptores
permeables a Ca®" también. Las subunidades de los receptores tipo NMDA tienen una asparagina (N,
aminoacido polar y sin carga como la glutamina) en el sitio homdlogo al Q/R, lo que les confiere su
alta permeabilidad al Ca*" (Burnashev et al., 1992b). Para algunas de las subunidades de los receptores
tipo Kainato, también se ha demostrado la edicion del RNA para el sitio Q/R y otros sitios, con los

cambios asociados en su permeabilidad ionica.

Receptor Permeabilidad Bloqueo

tipo AMPA al ca** externo por la NAS
Sin GluR2 si +

+ GluR2 (R) no -

+GIuR2 (Q) si +

GluR2 Receptor tipo AMPA

Caz*

No editado Sin GluR2
GluR2 (R) GluR2 (Q)

Figura 2. Estructura de las subunidades GluR del receptor tipo AMPA mostrando sus dominios funcionales. La
figura de la derecha y la tabla muestran cémo la presencia de la subunidad GIuR2 y su sitio de edicion Q/R
determinan la permeabilidad al Ca®" del receptor. La NAS bloquea especificamente los receptores tipo AMPA
permeables a Ca’". AMPA: a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionato; GluR: Subunidad del receptor al
glutamato; M1-M4: Dominio membranal 1-4; NAS: 1-naftil acetil espermina; Q/R: Glutamina/arginina
(Modificada de Corona et al., 2007).



Los receptores tipo AMPA en general pueden ser bloqueados especificamente por ciertas
quinoxalinedionas, notablemente por la 6-nitro 7-sulfamobenzo[f] quinoxalina-2,3-diona (NBQX), que
es un antagonista competitivo potente y selectivo de estos receptores.

Los receptores tipo kainato funcionales estan también ampliamente distribuidos y se forman por las
subunidades de la familia GIuR5-GluR7, que se asocian a la subunidad KA1l ¢ a la KA2. Se han
identificado receptores de este tipo de baja y alta afinidad. Asi como los receptores tipo AMPA se
desensibilizan en milisegundos tras la exposicion a AMPA, los receptores tipo kainato lo hacen de la
misma manera tras la exposicion a kainato (Dingledine et al., 1999).

Los receptores metabotropicos al glutamato estan unidos a las enzimas citoplasmicas asociadas con las
vias de transduccion de sefales por medio de proteinas G triméricas. Se han clonado 8 mGluRs,
nombrados mGluR1-mGIluRS, y han sido agrupados en 3 clases funcionales basadas en la homologia
de su secuencia de aminoacidos, en la farmacologia de sus agonistas y en la via de transduccion de
senales a la que estan acoplados. Los mGluRs que pertenecen al grupo I (mGluR1 y mGIluRSY)
estimulan la actividad de la fosfolipasa C y la liberacion de Ca** de los almacenamientos
intracelulares; la activacion de la fosfolipasa C da lugar a la formacion de inositol-1,4,5-trifosfato (IP3)
y diacilglicerol (DAG), quien activa a la proteina cinasa C (PKC). La activacion de los mGluRs que
pertenecen al grupo II (mGluR2 y mGluR3) y al grupo III (mGluR4, mGluR6, mGIluR7 y mGluRS)
resulta en la inhibicion de la adenilato ciclasa, reduciendo la cantidad intracelular de AMPc (Hollmann
y Heinemann, 1994).

La activacion de los mGluRs localizados en la membrana postsinaptica modulan la actividad de una
amplia variedad de canales i6nicos regulados por ligando y por voltaje expresados en las neuronas.
Estudios inmunohistoquimicos han revelado que hay mGluRs en las terminales presinapticas de las
neuronas centrales. La activacion de los mGluRs presinapticos bloquea tanto la transmision sindptica
excitadora glutamatérgica como la transmision sinaptica inhibidora GABAérgica en varias estructuras
centrales (Hassel y Dingledine, 2006). En la figura 3 se muestran todas las clases de los receptores al

glutamato y sus subunidades.
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Figura 3. Familia de los receptores ionotropicos y metabotropicos de glutamato. Los receptores ionotropicos
forman canales permeables a los iones sefialados, mientras que los metabotropicos estan acoplados a proteinas G
produciendo (+) o inhibiendo (-) las enzimas o segundos mensajeros que se indican. Los receptores estan
formados por varias subunidades protéicas, cada una codificada por un diferente gen, que se sefialan en la parte
de abajo de cada tipo de receptor. NMDA: N-metil-D-aspartato; AMPA: Acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazol propionico; KA: Kainato; mGluR: Receptor al glutamato metabotropico; PLC: Fosfolipasa C; IP;:
Inositol-1,4,5-trifosfato; DAG: Diacilglicerol; AC: Adenilato ciclasa; cAMP: Adenosin monofosfato ciclico
(Modificada de Corona y Tapia, 2005).

La transmision sinaptica glutamatérgica es rapidamente terminada por medio de la remocion del
glutamato del espacio extracelular, ésto es importante para mantener su concentracion por debajo de
los niveles neurotoxicos, y evitar asi la sobreactivacion de la célula postsinaptica. El glutamato es
principalmente removido por medio de la recaptura del neurotransmisor del espacio sinaptico hacia las
neuronas y células gliales. La remocion activa del neurotransmisor es llevada a cabo por los
transportadores de glutamato de alta y baja afinidad y se da en 2 pasos: union del glutamato a los
transportadores y translocacion al interior de las células. La recaptura de glutamato se da en contra de
su gradiente de concentracion, por lo que necesita de una fuerza motriz, la cual es dada principalmente

por el gradiente electroquimico de Na' a través de la membrana plasmatica. El glutamato entra a la
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célula con 3 iones Na" y un H', mientras que un ion K es contra-transportado, resultando en la
reorientacion del transportador de tal manera que el sitio de union al glutamato es accesible de nuevo
al espacio extracelular (Zerangue y Kavanaugh, 1996; Levy et al., 1998; Danbolt, 2001).

Cinco de los transportadores de glutamato de alta afinidad han sido identificados, clonados y
localizados en el SNC. Se han nombrado EAAT 1-5, por transportador de aminoacidos excitadores:
EAATI, también conocido como transportador de glutamato/aspartato (GLAST) en tejidos de
mamiferos no humanos; EAAT2, también llamado transportador de glutamato 1 (GLT1) en roedores;
EAAT3 o acarreador de aminoacidos excitadores 1 (EAAC1); EAAT4 y EAATS. EAAT2 es el
transportador de glutamato mas abundante en el SNC y estd localizado casi exclusivamente en
astrocitos, aunque también existe evidencia de que puede ser expresado por las neuronas durante el
desarrollo, en el sistema nervioso adulto, y al menos una parte de esta proteina se encuentra en las
terminales nerviosas presinapticas (Rothstein et al., 1994; Furuta et al., 1997; Schmitt et al., 1996;
Schmitt et al., 2002); acarrea probablemente ~90% del glutamato liberado, como sugiere el hecho de
que los ratones que carecen de esta proteina sufren descargas, presentan lesiones corticales y mueren
prematuramente (Tanaka et al., 1997). Este transportador esta distribuido principalmente en astrocitos
en todo el SNC, con una alta concentracion en el hipocampo, corteza cerebral y médula espinal
(Rothstein et al., 1994). El hecho de que exista una alta densidad de transportadores de glutamato,
significa que pueden competir con los receptores al glutamato para unir al neurotransmisor, y por lo

tanto modular su senal.

Neurodegeneracion

La neurodegeneracion es un fendmeno que ocurre durante los padecimientos agudos y cronicos del
SNC, como son los accidentes vasculares cerebrales (isquemia), hipoxia, hipoglicemia, traumatismos
craneoencefalicos y de la médula espinal, epilepsia y en numerosas enfermedades neurodegenerativas
tales como la esclerosis lateral amiotréfica (ALS), las enfermedades de Parkinson, de Alzheimer y de
Huntington. Muchos de estos padecimientos comparten caracteristicas patologicas de una pérdida
neuronal gradual y selectiva, siendo que los grupos neuronales primordialmente afectados varian
segun la enfermedad. Para poder encontrar tratamientos efectivos para estos padecimientos es

importante entender las causas y los mecanismos celulares y moleculares que participan en el dafio y
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muerte neuronal. Si bien no se ha tenido éxito en conocer las causas, si se tiene un gran avance en el
conocimiento de los procesos celulares que muy probablemente juegan un papel importante en los
mecanismos de la neurodegeneracion. Estos incluyen la excitotoxicidad por sobreactivaciéon de los
receptores glutamatérgicos, el incremento en la concentracion intracelular de Ca® libre, el estrés
oxidativo y la disfuncion mitocondrial (Tapia, 1998; Tapia et al., 1999, Coyle y Puttfarcken, 1993).
Estos mecanismos no son mutuamente excluyentes, estan estrechamente relacionados entre si, y
pueden interactuar y cooperar en el establecimiento de un circulo vicioso que resulta en muerte
neuronal. Este circulo vicioso de dafio a las neuronas podria ser iniciado alternativamente en sitios
diferentes (comenzado por excitotoxicidad o desencadenado por estrés oxidativo o falla energética),
pero una vez desencadenado, un proceso puede conducir a o potenciar los otros, dando lugar a

mecanismos multifactoriales e interdependientes de muerte celular.

Excitotoxicidad y neurodegeneracion

El glutamato y sus agonistas (como el NMDA, Kainato y AMPA), ademas de tener efectos excitadores
potentes sobre sus receptores, pueden ser potentes neurotoxinas, ya que una transmision sinaptica
glutamatérgica excesiva puede resultar en neurodegeneracion.

Se encontr6 por primera vez que el glutamato y otros aminoacidos pueden actuar como neurotoxinas
cuando éstos fueron administrados a animales inmaduros, en los cudles se observd neurodegeneracion
aguda en las areas que no estan bien protegidas por la barrera hematoencefalica. Asi, los primeros
experimentos que sugirieron que el glutamato podria ser una neurotoxina fueron los realizados en 1957
por Lucas y Newhouse, quienes mostraron que inyecciones intraperitoneales de L-glutamato a ratones
inmaduros podian producir degeneracion de las células de la retina destruyendo las capas internas de
¢ésta (Lucas y Newhouse, 1957). Estas observaciones fueron replicadas y extendidas por Olney, quien
confirmé la toxicidad a la retina provocada por el glutamato, reportando ademds que esta
retinotoxicidad esta acompafiada por un rapido hinchamiento celular que es mas pronunciado cerca de
los componentes dendrosomales. Este aspecto histoldgico de la excitotoxicidad aguda comprende un
edema masivo de los cuerpos celulares neuronales y las dendritas, congruente con la localizacion
predominantemente somatodendritica de los receptores de glutamato en las sinapsis excitadoras.

También comprobo que el glutamato induce necrosis neuronal aguda en varias regiones del cerebro en
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desarrollo, incluyendo el hipotalamo, y también encontrd lesiones agudas en cerebros de ratones
adultos a los que se les administraron dosis mas altas. Asi, Olney introdujo el término excitotoxicidad
para describir la neurodegeneracion mediada por aminoacidos excitadores, cuyas propiedades toxicas
estan relacionadas a las propiedades excitadoras que tienen sobre sus receptores (Olney, 1969; Olney,
1978). Se han realizado numerosos estudios después de estos, tanto in vivo como in vitro, demostrando
que se produce neurodegeneracion cuando las células nerviosas son expuestas a glutamato y a los
agonistas de sus receptores. Los factores que contribuyen a la neurodegeneracion son muchos y se ha
implicado la activacion de toda clase de los receptores al glutamato como mediadores de la toxicidad,
siendo reconocido que los receptores ionotropicos juegan un papel central (Choi, 1988a; Tymianski,
1996).

La activacion masiva de los receptores al glutamato provoca cambios en las concentraciones
intracelulares de iones, especialmente de Ca®" y Na”. La entrada de Na™ provoca la entrada secundaria
de CI' y H,0, lo que puede causar edema intracelular, ruptura de la membrana celular y por lo tanto
lisis de la célula. Se ha comprobado en cultivos de hipocampo y retina que esta entrada de Na™ puede
causar cierto dafio por si sola, ya que estas células exhiben hinchamiento irreversible mediado por Na"
atn en la ausencia de Ca®" extracelular (Rothman, 1985; Olney et al., 1986). Sin embargo, Choi
enfatizé el papel importante de la entrada de Ca® en la neurotoxicidad mediada por glutamato, como
habia sido propuesto inicialmente por Berdichevsky y colaboradoes (Berdichevsky et al., 1983). Asi,
Choi propuso la hipotesis de que la sobrecarga de Ca®" neuronal conduce a subsiguiente
neurodegeneracion, al demostrar que la entrada de este cation a las neuronas es un factor determinante
para la muerte excitotéxica (Choi, 1985; 1987; 1995; Choi et al., 1987). En los experimentos de
sustitucion iénica, Choi y sus colaboradores comprobaron que, a pesar de que la remocién de Na
extracelular elimina el hinchamiento neuronal agudo en cultivos de células corticales expuestas a
glutamato, las neuronas todavia sufren degeneracion retardada a menos que el Ca®" extracelular sea
removido. Sus observaciones sugirieron 2 componentes de la excitotoxicidad: primero un componente
agudo dependiente de Na" y CI" marcado por el hinchamiento celular inmediato, y segundo, una
degeneracion celular retardada mediada por Ca®". Concluyeron pues que el componente de Ca** es la
causa mas significativa de muerte neuronal. Se ha confirmado en muchos trabajos subsecuentes que

existe una relacion estrecha entre la excesiva entrada de Ca** y el dafio neuronal (Choi, 1988a;
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Tymianski y Tator, 1996; Tymianski, 1996).

Al principio, se consideraba que los receptores tipo NMDA eran los tinicos que participaban en la
excitotoxicidad (Choi, 1988b); sin embargo, ahora esta claro que la activacion de los receptores no-
NMDA es igual de importante (Koh et al., 1990; Prehn et al., 1995). De esta manera, el mediador
predominante del dafio neuronal es la sobrecarga en la concentracion intracelular de Ca”" libre, que se
puede dar por un mayor flujo a través de los receptores tipo NMDA, de los receptores tipo AMPA
permeables a Ca®", por su liberacion de sitios donde se acumula intracelularmente (como el reticulo
endoplasmico) y por su deficiente amortiguamiento por las mitocondrias.

Por lo tanto, la excitotoxicidad es un proceso en el cual la sobreactivacion de los receptores
postsinapticos de glutamato, da lugar a una despolarizacion prolongada de las neuronas, permitiendo
una entrada masiva de Ca®" principalmente a través de estos receptores al glutamato permeables a este
cation, desencadenando la activacion no controlada de procesos perjudiciales que eventualmente
producen muerte neuronal (Arundine y Tymianski, 2003, figura 4).

En la actualidad, existe amplia evidencia experimental que sugiere que la excitotoxicidad puede estar
jugando un papel muy importante en las enfermedades neurodegenerativas (Coyle y Puttfarcken, 1993;
Lipton y Rosenberg, 1994; Doble, 1999).

Se han distinguido 2 tipos de excitotoxicidad, denotados con los términos excitotoxicidad clésica y
excitotoxicidad indirecta o lenta (Doble, 1999; Van Den Bosch et al., 2006). La excitotoxicidad clasica
se refiere a la degeneracion neuronal que ocurre después de un incremento de la concentracion
extracelular de glutamato, mientras que la excitotoxicidad indirecta se refiere a la muerte de una
neurona postsinaptica debilitada en la presencia de niveles normales de glutamato sindptico. Se piensa
que en condiciones como epilepsia, accidentes cerebrovasculares (isquemia) y neurotraumatismos, el
dafio neuronal es inducido por elevaciones agudas de glutamato, mientras en enfermedades
neurodegenerativas la excitotoxicidad se da por elevaciones mas cronicas y suaves de glutamato.

Las concentraciones elevadas de glutamato extracelular pueden darse cuando la liberacion de las
terminales presindpticas es aumentada o cuando la recaptura de la hendidura sinaptica es insuficiente;
también pueden resultar de la liberacion del contenido intracelular de glutamato de neuronas dafiadas
lo cual puede dar lugar a la muerte excitotoxica de neuronas vecinas, participando asi en la

propagacion de la neurodegeneracion. En el caso de la excitotoxicidad indirecta, una estimulacion

15



normal de los receptores al glutamato de una neurona postsinaptica debilitada es suficiente para causar
dafio y matar a la célula. Por ejemplo, el trastorno de la funcion mitocondrial puede resultar en este
tipo de excitotoxicidad ya que la neurona tiene un estado energético deficiente y por lo tanto los
niveles de ATP intracelulares disminuidos; como consecuencia, la neurona no puede satisfacer las
demandas de los muchos procesos dependientes de ATP, se dafia y por ultimo muere (Novelli et al.,

1988; Henneberry et al., 1989).
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Figura 4. Representacion esquematica de los mecanismos bioquimicos involucrados durante la excitotoxidad
glutamatérgica. El aumento en la concentracion extracelular de glutamato en el espacio sinaptico puede producir
una estimulacion excesiva de los receptores al glutamato, incluyendo los receptores tipo AMPA permeables a
Ca’" que carecen de la subunidad GIuR2 o no esta editada y los receptores tipo NMDA. Esto da como resultado
un aumento en la concentracién intracelular de Ca®*, lo que desencadena procesos de deterioro como dafio
mitocondrial con la consecuente alteracion del metabolismo energético, generacion de radicales libres, activacion
de enzimas liticas como las proteasas, lipasas, endonucleasas, despolarizacion de membranas, dafio nuclear y
membranal. Todo esto eventualmente produce muerte neuronal. NMDA: Receptores tipo N-metil-D-aspartato;
AMPA: Receptores tipo acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiodnico; VSSC: Canales de sodio
sensibles a voltaje; VSCC: Canales de calcio sensibles a voltaje; IP;: Inositol-1,4,5-trifosfato; Glu: Glutamato;
EAACI: Acarreador de aminoacidos excitadores 1; GLAST: Transportador de glutamato/aspartato; GLT1:
Transportador de glutamato 1.

La muerte neuronal excitotoxica tiende a ser una muerte necrdtica (Choi et al., 1987; Gwag et al.,
1997), aunque también se ha reportado el paso a una forma de muerte apoptética ante una intensidad

decreciente de exposicion a glutamato (Tenneti et al., 1998). La funcion mitocondrial y la medida en la
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que el ATP disminuye son factores criticos que determinan la forma de muerte neuronal por
excitotoxicidad, pueden inducir necrosis temprana en una subpoblacion de las neuronas asociada con
un severo agotamiento de ATP, o apoptosis retardada en las neuronas sobrevivientes a la fase necrotica

asociada con una disminucién mas moderada de ATP (Ankarcrona et al., 1995).

Calcio, mitocondria, estrés oxidativo y su relacion con la muerte neuronal

En condiciones fisiologicas, el Ca®* participa como mensajero intracelular en muchas de las funciones
celulares normales, como son el crecimiento celular, diferenciacion, transduccion de sefales,
regulacion de la excitabilidad membranal, exocitosis y la actividad sinaptica. La concentracion
citoplasmica de Ca>" en las neuronas en estado de reposo es mantenida en niveles bajos (~100 nM), a
una concentracién 10,000 veces menor que la del medio extracelular; para asegurar esto, las neuronas
poseen mecanismos homeostaticos especializados, como son la regulacion de la entrada y salida de
Ca™", la quelacion por proteinas que capturan calcio, almacenamiento en la mitocondria y el reticulo
endoplasmico, y remocién por medio de las Ca**-ATPasas. Ademas, las neuronas no sélo controlan los
niveles de Ca®" intracelular, sino que también la localizacion de estos iones mediante una interaccion
compleja entre la entrada, salida, amortiguamiento y almacenamiento interno de Ca®’. Asi, bajo
condiciones fisiologicas, estos procesos hacen posible que las sefiales de Ca®* se mantengan espacial y
temporalmente localizadas, permitiendo que multiples rutas de sefializacion reguladas por este cation
ocurran independientemente dentro de la misma célula.

Durante la neurotransmision, las elevaciones fisiologicas de Ca®" intracelular son importantes después
de la activacién normal de los receptores postsinapticos, sin embargo, ante la sobreactivacion de los
receptores, la excesiva entrada de Ca®" extracelular junto con su salida de compartimentos
intracelulares, puede elevar su concentracion a niveles que excedan la capacidad de los mecanismos
que la regulan. Esto provoca la activaciéon inapropiada de procesos dependientes de Ca®" que
normalmente estan inactivos u operan a niveles bajos, provocando trastornos metabdlicos y muerte
celular eventual (Tymianski y Tator, 1996).

La concentracion intracelular excesiva de Ca®>" dafia a las neuronas a través de varios mecanismos,
incluyendo la activacién de varias enzimas, como proteasas, lipasas, fosfatasas y endonucleasas,

provocando alteraciones en proteinas, lipidos, membranas, y acidos nucléicos; la generacion de
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especies reactivas de oxigeno (ROS) tdxicas, dafio mitocondrial y trastornos del metabolismo
energético, asi como despolarizacion de membranas; todos estos eventos producen eventualmente

destruccion de membranas y muerte neuronal (Arundine y Tymianski, 2003; Shaw, 1999).

El SNC es particularmente vulnerable a dafio oxidativo debido a su alto gasto de energia y demanda de
oxigeno. El estrés oxidativo se da cuando la produccién de ROS es tan elevada que supera la
capacidad de las defensas antioxidantes de la célula que normalmente desintoxican rapidamente los
reactivos intermedios o reparan el dafio resultante (enzimas de defensa antioxidante y compuestos
antioxidantes per se), creando un desequilibrio en el balance normal redox de la célula y generando
una concentracion de radicales libres por encima de los niveles normales. Dada su alta reactividad, la
produccién aumentada de ROS puede desencadenar la degradacion peroxidativa de lipidos de
membrana, el dafio a enzimas, otras proteinas y acidos nucléicos, generando asi una serie de eventos
destructivos al dafiar todos los componentes de la célula. El estrés oxidativo es una caracteristica
comun de muchas formas diferentes de enfermedades neurodegenerativas (Andersen, 2004).

El incremento intracelular de Ca®" estimula la produccion de radicales libres mediante la activacién de
la 6xido nitrico sintasa (NOS), enzima que cataliza produccion de oxido nitrico (NO’). También en
condiciones de Ca®" intracelular elevado, la xantina deshidrogenasa (XDH) es convertida a xantina
oxidasa (XOD) via activacion de proteasas, y la conversion de hipoxantina y xantina a acido urico por
medio de la XOD da lugar a la produccion del radical superdxido (O,7). EIl NO' reacciona rapidamente
con el O, dando el anién peroxinitrito (ONOO"), que se descompone al radical hidroxilo (OH), el
radical de oxigeno mas reactivo. Por otro lado, la dismutacion de O,” por la superoxido dismutasa
(SOD) produce peroxido de hidrogeno (H,0,), el cuél en la presencia de Fe** se descompone a "OH
mediante la reaccion de Fenton. También se puede dar la reaccion entre el O,” y el H,O, resultando en
la produccion de "OH.

La activacion excesiva de los receptores al glutamato provoca estrés oxidativo; muchos estudios
corroboran que hay una mayor produccion de ROS durante la excitotoxicidad y que el dafio oxidativo
resultante es un componente muy importante de la degeneracion neuronal (Atlante et al., 2001; Bondy
et al., 1993; Almeida et al., 2001; Lafon-Cazal et al., 1993a; Lafon-Cazal et al., 1993b; Reynolds y

Hastings, 1995; Matson el al., 1995; Dugan et al., 1995; Coyle y Puttfarcken, 1993).
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La principal funcion de las mitocondrias en las células es llevar a cabo la sintesis de ATP, sin embargo
las mitocondrias poseen también otras funciones, como la de amortiguamiento de Ca** intracelular, y
participan en procesos asociados con dafio y muerte celular, como son el estrés oxidativo, la
excitotoxicidad y la muerte necrotica y apoptotica. Asi, la mitocondria juega un papel central en la
sobrevivencia y muerte de las neuronas.

El flujo de electrones a través de los complejos de la cadena respiratoria da lugar al bombeo de
protones a través de la membrana mitocondrial interna haciendo que la matriz sea alcalina y negativa
con respecto al espacio intermembrana. La fuerza proton-motriz (Ap) es el gradiente de protones con
potencial electroquimico que se encuentra a través de la membrana mitocondrial interna y suministra
la energia para la sintesis de ATP a partir de ADP y P; por medio de la ATP sintasa. La Ap depende
principalmente del potencial de membrana mitocondrial (Ay,,) que es el potencial eléctrico (negativo
en el interior), pero también del gradiente de pH (ApH) que es el potencial quimico (alcalino en el
interior), a través de la membrana mitocondrial interna. La energia conservada en un gradiente de
protones también puede impulsar el transporte de solutos contra gradiente a través de la membrana. El
Ay, es el parametro central que controla 3 procesos celulares fundamentales y de gran relevancia para
la sobrevivencia neuronal: la sintesis de ATP, el secuestro de Ca®" mitocondrial, y la generacién
mitocondrial de ROS. Inversamente, Ay, es controlado por la disponibilidad de sustrato, la demanda
de ATP, la capacidad de la cadena respiratoria, la conductancia de protones mitocondrial y por el
secuestro de Ca®" mitocondrial (Nicholls y Budd, 2000). Por lo tanto, el estatus de las propiedades
bioenergéticas de las mitocondrias es crucial en el control de la susceptibilidad de las neuronas a estrés
neurodegenerativo agudo o crénico y también en la determinacion del destino de la célula en términos
de sobrevivencia, apoptosis 0 necrosis.

Gran parte de la demanda de ATP en las neuronas es utilizada en el bombeo de iones a través de la
membrana plasmética para mantener el potencial de membrana. Asi, la Na"/K" ATPasa es el proceso
de mayor demanda de ATP dentro de la neurona (Scott y Nicholls, 1980). El flujo masivo de iones
durante la actividad sindptica y mas aun durante la excitotoxicidad, exige una alta demanda energética
a la neurona, ya que se aumenta la hidrolisis de ATP por la activacion de la Na'/K™ ATPasa para sacar

+ , ., 24 . ., "
el exceso de Na™ de la célula, y la regulacion de Ca™ intracelular también es energéticamente costosa.
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El Ca®" es extruido de la célula y secuestrado en el reticulo endoplasmico mediante transporte activo
utilizando Ca’"-ATPasas, y también es eliminado de la célula por transporte activo secundario
utilizando el intercambiador Na'/Ca®" que al sacar Ca®* y meter Na™ a la célula activa a la Na”/K"
ATPasa para sacar el exceso de Na'. La mitocondria también juega un papel critico en la regulacion de
la concentracion de Ca®" citosolico, ya que secuestra este catién cuando la elevacion en el Ca®"
citosolico excede la capacidad de los mecanismos de transporte activo, por medio de un uniportador
que se encuentra en la membrana mitocondrial interna, y que es impulsado por el gran potencial
eléctrico que existe a través de ésta (Nicholls, 1985). Esta captacion de Ca®" dentro de la mitocondria
participa también en su funcionamiento, por ejemplo en la activacion enzimatica.

Para evitar una acumulacion potencialmente letal de este cation en la matriz mitocondrial (que se
alcanzaria cuando la concentracion de Ca®" libre se elevara a un valor 10°-10° mayor que en el medio
extramitocondrial, concentracion con la que se llegaria al equilibrio termodindmico debido al elevado
potencial de membrana mitocondrial), existe un sistema de salida que intercambia Ca®" por Na';
también est4 presente un transportador Na'/H" mitocondrial, y asi el flujo de iones en condiciones de
una constante entrada de Ca®" mitocondrial, consiste en una recirculacién secuencial de Ca**, Na" y
H', la ultima impulsada por la cadena respiratoria (Nicholls y Budd, 2000; Crompton y Heid, 1978).
Con todo, cuando la concentracién de Ca®* esta por encima de un determinado punto critico, en la
presencia de concentraciones fisioldgicas de fosfato, se forma en la matriz mitocondrial un complejo
Ca’"-fosfato osmoticamente inactivo y rapidamente disociable, asi las mitocondrias funcionan como
amortiguadores eficientes de Ca** extramitocondrial, acumulando el cation (Nicholls, 1978; Becker et
al., 1980). La cinética del transporte de Ca*" mitocondrial sugiere que el organelo actia como un
almacén temporal de Ca’" durante los picos de concentraciones citoplasmicas altas de este cation,
puesto que el complejo calcio-fosfato es rapidamente disociable puede liberar el Ca*" nuevamente al
citoplasma cuando su concentracion se recupera por debajo del punto critico. Mientras la mitocondria
contintia polarizada, el calcio citosolico se acumula en la matriz mitocondrial a través del uniportador
de Ca®". Cuando la mitocondria se despolariza, el calcio acumulado regresa al citoplasma, ya sea a
través del propio uniportador de calcio, del intercambiador Na'/Ca** o a través del poro de la
transicion de la permeabilidad mitocondrial (PTPM, un gran complejo protéico que forma un poro no

. . . . , Iy 2+
selectivo en la membrana mitocondrial interna). Ademas, cuando la concentracion de Ca™ no se
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recupera por debajo del punto critico, la acumulacion excesiva del Ca*" en la matriz mitocondrial
puede conducir al hinchamiento mitocondrial, pérdida del control respiratorio, colapso del Awy,
(despolarizacién) afectando la sintesis de ATP, y liberacion del Ca®" de la matriz provocado por la
permeabilizacién de la membrana mitocondrial interna denominada transicion de permeabilidad
mitocondrial (MPT) (Al Nasser y Crompton, 1986; Nicholls y Budd, 2000). Por esta razon, la
acumulacion de Ca®" mitocondrial parece jugar un papel clave en la excitotoxicidad glutamatérgica
(Nicholls et al., 2003).

In vitro, las neuronas expuestas a concentraciones toxicas de glutamato presentan un patrén tipico de 3
distintas fases de elevacion del Ca®* citoplasmico: primero se da un pico elevado, que es seguido por
una recuperacion que lleva a una meseta que se mantiene por un periodo de tiempo. Esta recuperacion
puede deberse a la activacion retardada de los mecanismos de extrusién de Ca*, al secuestro
mitocondrial, a la parcial desensibilizacion de los receptores NMDA o a la desensibilizacion rapida de
los canales de Ca>" activados por voltaje. Después de esta segunda fase caracterizada por una meseta,
se da una pérdida descontrolada e irreversible de la homeostasis de Ca®" citoplasmico llamada
alteracion de la regulacion retardada de Ca®* (DCD). La DCD predice con seguridad la lisis de la
membrana plasmatica y muerte necrotica subsecuentes (Tymianski et al., 1993). Las fases segunda y
tercera pueden proceder ain después de la remocion del glutamato extracelular (Ankarcrona et al.,
1995; Milani et al., 1991; Randall y Thayer, 1992; Tymianski et al., 1993; Wang y Thayer, 1996). Hay
evidencia de que la DCD es el punto final irreversible de una secuencia que involucra la sobrecarga de
Ca®" mitocondrial, la generacién incrementada de ROS, y el dafio oxidativo a la célula dando lugar a la
falla en la extrusion de Ca*". La DCD parece ser resultado de una falla en los mecanismos de extrusion
de Ca*" mas que un flujo aumentado (Khodorov et al., 1996; Castilho et al., 1998), y una falla en la
extrusion de Ca>" podria resultar del agotamiento del ATP citoplasmico. Asimismo, la Ca>*-ATPasa de
la membrana plasmatica es muy sensible a dafio oxidativo (Pereira et al., 1996). También se ha visto
que éste induce la MPT en mitocondrias aisladas (Saxena et al., 1995). Hay evidencia que sugiere que
el estrés oxidativo induce alteracion de la regulacion de Ca®" citoplasmico y muerte neuronal (Beal,
1996; Coyle y Puttfarcken, 1993; Castilho y Nicholls, 1999).

Las mitocondrias consumen aproximadamente 98 % del oxigeno requerido por la célula debido a que

son el sitio donde se lleva a cabo la fosforilacion oxidativa, lo que las constituye un sitio primario de
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produccién intracelular de ROS. Diversos pasos en la ruta de reduccion del oxigeno en las
mitocondrias tienen el potencial para producir radicales libres porque el flujo de electrones
mitocondrial que se da por la cadena respiratoria puede tener fugas de estos electrones hacia el
oxigeno en sitios potenciales. Asi, en el paso de electrones a través del complejo III y del complejo 1
interviene un radical ubisemiquinona como intermediario que puede, con baja probabilidad, pasar un
electron al O, formando el radical O, que es un intermediario muy reactivo y un poderoso oxidante
(Turrens et al., 1985; Dykens, 1997). Del O, usado por mitocondrias que respiran activamente, un
porcentaje (desde un 0.1% hasta un 4 %) forma O,", este radical libre debe ser eliminado rapidamente
para evitar sus efectos letales sobre la célula. Las células poseen varias formas de la enzima SOD (la
CuZn-SOD citoplasmica 6 SOD1 y la Mn-SOD mitocondrial 6 SOD2) para impedir el dafio oxidativo
por el radical superdxido. Esta enzima cataliza la dismutacion del O, produciendo H,O, y O,. E1 H,0O,
generado es convertido a H,O por la accion de 2 enzimas, la catalasa y la glutation peroxidasa. La
glutation reductasa recicla el glutation oxidado a su forma reducida utilizando electrones del NADPH.
El glutation reducido, que se encuentra en el citoplasma y en las mitocondrias, es el principal
amortiguador redox celular contra el estrés oxidativo (Nicholls y Budd, 2000; Atlante et al., 2001).

No obstante, defectos en los complejos de la cadena de electrones u otras perturbaciones de la
mitocondria pueden ser responsables de una excesiva produccion mitocondrial de radicales libres,
provocando o incrementando la probabilidad de dafio celular (Dykens, 1994). Se ha observado la
estimulacion de la produccion mitocondrial de ROS ante la exposicion a NMDA y kainato (Dugan et
al.,, 1995; Carriedo et al., 1998). Asimismo, la sobrecarga de Ca®" en la mitocondria aislada
incrementa la produccién de O,” (Dykens, 1994; Kowaltowski et al., 1996).

Ademas, es importante considerar que las mitocondrias no solo pueden ser productoras de radicales
libres, sino que son un blanco susceptible de éstos. Asi, una situacion patoldgica en la que se dé una
produccioén inicial de ROS podria reducir la respiracion mitocondrial y producir dafio oxidativo a
proteinas, lipidos o acidos nucléicos mitocondriales, provocando dafio grave y alterando la funcion
normal de este organelo (Lenaz et al., 2002). Se ha demostrado que el DNA mitocondrial es mas
susceptible al dafio por radicales libres que el DNA nuclear debido a su localizacion cercana a un sitio
de importante produccion de radicales libres, la cadena de transporte de electrones, a su carencia de

histonas protectoras, y a mecanismos de reparaciéon menos efectivos comparados con los que se
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encuentran en el nucleo (Richter et al., 1988). El estado redox de la mitocondria también afecta la

apertura de la MPT.

Se ha encontrado que la excitotoxicidad mediada por glutamato provoca notables cambios en la
funcion mitocondrial in vitro, reduccion en los niveles de ATP, colapso del potencial de membrana
mitocondrial, una disminucion del consumo de oxigeno mitocondrial y celular, y desacoplamiento de
la fosforilacion oxidativa que preceden a la muerte celular (Ankarcrona et al., 1995; Atlante et al.,
1996; Maus et al., 1999; Monje et al., 2001). Existe un vinculo entre la sobrecarga de Ca" intracelular
inducida por excitotoxicicidad y el colapso de Ay, ya que este aumento de Ca>" intracelular y su
acumulacion en el organelo es suficiente para inducir despolarizaciéon mitocondrial prominente y
persistente, dando lugar a la disfuncion mitocondrial y a la muerte de las neuronas in vitro (Schinder et
al., 1996; White y Reynolds, 1996).

Por otra parte, hay evidencia abundante in vitro e in vivo de que cualquier restriccion en la capacidad
de la célula para generar ATP puede exacerbar o hasta inducir la excitotoxicidad glutamatérgica
(excitotoxicidad indirecta). La hipotesis excitotoxica ligada a energia (Beal et al., 1993; Greene y
Greenamyre, 1996; Henneberry, 1997; Henneberry et al., 1989; Novelli et al., 1988) propone que la
correlacion entre el dafo excitotoxico y la restriccion de energia se debe a la despolarizacion de la
membrana plasmatica resultante de la limitacion energética. La disminucion en los niveles de ATP
causa una reduccion en la funcién de la Na”/K* ATPasa y de la Ca”" ATPasa disminuyendo la
extrusion de Na” y de Ca®". Esto provoca la despolarizacion de la membrana plasmatica, y por lo tanto
el aumento en la liberacion de glutamato por exocitosis al espacio extracelular, y también el flujo de
Ca’" hacia el citosol a través de los canales de Ca>" dependientes de voltaje y del receptor NMDA,
también dependiente de voltaje. Ademas, en condiciones de falla energética, los transportadores del
glutamato operan en direccion inversa porque el gradiente electroquimico Na'/K" se colapsa debido al
decremento de ATP, resultando en la disminucion de la captura y en la liberacion de glutamato no
vesicular al espacio extracelular (Longuemare y Swanson, 1995; Jabaudon et al., 2000).

La observacion de que la inhibicion de la actividad de los complejos de la cadena respiratoria puede
inducir cambios patoldgicos en regiones del cerebro especificas muy similares a las observadas en

ciertas enfermedades neurodegenerativas ha generado un gran interés. La asociacion entre la
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excitotoxicidad glutamatérgica y la limitacion bioenergética ha sido propuesta para las enfermedades
de Alzheimer, de Parkinson, de Huntington, la ALS (Beal, 1998), y en muchos casos estan

involucrados complejos especificos de la cadena respiratoria.

1. ANTECEDENTES

Esclerosis Lateral Amiotrofica

La esclerosis lateral amiotréfica (ALS), descrita en 1869 por el neurdlogo francés Jean-Martin
Charcot, es una enfermedad neurodegenerativa devastadora que se caracteriza por la muerte selectiva y
progresiva de las motoneuronas superiores e inferiores, lo que va conduciendo a una paralisis
progresiva, depresion respiratoria y muerte usualmente a los 2-5 afios después del comienzo de los
sintomas. Dependiendo de cudles motoneuronas son afectadas principalmente, ya sea las
motoneuronas inferiores, localizadas en las astas ventrales de la médula espinal, o las motoneuronas
superiores, localizadas en el tallo cerebral y en la corteza motora cerebral, la ALS puede ser clasificada
de 2 formas: de inicio espinal (~75% de los casos), caracterizada por debilidad y atrofia muscular,
calambres, fasciculaciones (contracciones, sacudidas y temblores involuntarios de grupos de fibras
musculares), espasticidad o aumento anormal del tono muscular y paralisis, y de inicio bulbar (~25%
de los casos), que se caracteriza por disfagia (dificultad para tragar) y disartria (dificultad para hablar)
progresivas, espasticidad e hiperreflexia (Mulder et al., 1986). También se da una pérdida anormal de
la masa muscular y del peso corporal. Puesto que la pérdida neuronal en ALS es selectiva, la
enfermedad no disminuye la capacidad mental de los enfermos. En la mayoria de los pacientes con
ALS, la muerte se debe a paro respiratorio provocado por la denervacion de los musculos respiratorios
y del diafragma. La prevalencia de la ALS es de aproximadamente 2 a 6 casos por cada 100,000
habitantes cada afio y la edad media de inicio de los sintomas es de 55 afios, aunque puede comenzar a
edades menores (Chancellor y Warlow, 1992).

La enfermedad se da en las formas familiar y esporadica, con sintomas y cursos clinicos muy similares
y caracteristicas patologicas comunes, como la presencia de acumulaciones anormales de
neurofilamentos en las motoneuronas afectadas (Julien, 2001). La esclerosis lateral amiotrofica
familiar (FALS) representa un 5-10 % de los casos y tiene un patréon de herencia autosomica

dominante, mientras que la esclerosis lateral amiotrofica esporadica (SALS) tiene una mayor
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frecuencia y constituye la mayoria de los casos de ALS (~90-95 %). Entre los casos de FALS,
aproximadamente 20 % son causados por mutaciones en el gen SOD1 que codifica para la enzima
Cu*"-Zn*" superéxido dismutasa 1 (SOD1) (Rosen et al., 1993). Sin embargo, la causa de la mayoria
de los casos de ALS es desconocida hasta la fecha y se han propuesto varias hip6tesis como probables
mecanismos que expliquen la muerte selectiva de las motoneuronas superiores e inferiores. Estas
hipotesis incluyen dafio oxidativo debido a la acumulacién de ROS, deterioro del transporte y
estrangulacion axonal, desorganizacion de neurofilamentos, mal plegamiento de proteinas y toxicidad
de agregados intracelulares, disfuncion mitocondrial, inflamacion, apoptosis y excitotoxicidad causada
por una excesiva neurotransmision glutamatérgica (Julien, 2001; Boillee et al., 2006; Bruijn et al.,
2004; Cleveland y Rothstein, 2001; Rowland y Shneider, 2001; Shaw, 2005). Debido a que el curso
clinico de la enfermedad es muy variable, el mecanismo de muerte neuronal puede resultar de la
lamentable coincidencia de muchos factores antes que de una sola alternativa.

La patogénesis de la ALS ha sido estudiada en muestras de autopsia de pacientes con la enfermedad,
pero ésto no ha proporcionado informacion fehaciente de los mecanismos patofisioldgicos de la
degeneracion de las motoneuronas durante la etapa clinica progresiva, desde el comienzo de la
enfermedad hasta la muerte de los pacientes. Las caracteristicas patologicas distintivas que se han
encontrado en la médula espinal de pacientes de ALS a los que se les ha practicado la autopsia,
incluyen la atrofia de motoneuronas dafiadas con hinchamiento notable del cuerpo neuronal y axones
proximales, anormalidades intracitoplasmicas de los neurofilamentos, y la presencia de cuerpos de
Bunina (que son inclusiones intracitoplasmaticas pequefas y eosinofilicas, de material electrodenso
amorfo, de origen lisosomal y que son inmunorreactivas para cistatina C y transferrina, generalmente
se consideran una caracteristica patologica especifica de la ALS), inclusiones ubiquitinadas en los
axones afectados y en los cuerpos celulares que se pueden dividir en cuerpos esféricos compactos
(inclusiones parecidas a los cuerpos de Lewy) o inclusiones con perfil filamentoso; esta patologia de
las motoneuronas es frecuentemente acompafiada de gliosis reactiva (Strong et al., 2005).

Basandose en los multiples eventos que se considera contribuyen a la pérdida selectiva de las
motoneuronas como blancos para la terapia, se han probado muchas drogas diferentes en su capacidad
para aliviar o retardar los sintomas de los pacientes con ALS o para prolongar su sobrevivencia, pero

desgraciadamente ninguno ha sido efectivo. El tinico compuesto utilizado actualmente que disminuye

25



ligeramente la progresion de la enfermedad y prolonga, también ligeramente, la sobrevivencia de los
pacientes con ALS, sin mejorar la funcién motora, es el riluzol. Esta droga reduce la liberacion de
glutamato de las terminales nerviosas probablemente mediante la estabilizacion del estado inactivo de
los canales de Na" dependientes de voltaje y por una via intracelular acoplada a proteinas G (Bensimon

et al., 2002; Bensimon et al., 1994; Doble, 1996; Lacomblez et al., 2002; Lacomblez et al., 1996).

Las mutaciones en la SOD1 son la causa de un tipo de FALS

La Cu**-Zn*" superdxido dismutasa (SOD1) es una enzima citopldsmica expresada ubicuamente que
cataliza la dismutacion del radical O,” a H,O, + O, y por lo tanto es una importante enzima
antioxidante que protege a las c€lulas contra el estrés oxidativo. El atomo de cobre de la enzima es
alternativamente reducido y oxidado por el superdxido, mientras que el atomo de zinc da estabilidad
estructural a la proteina: ambos cationes estin localizados al fondo de un canal del sitio activo
(Liochev y Fridovich, 2000; Tainer et al., 1982). Las mutaciones de la SOD1 que causan la
enfermedad estan diseminadas a lo largo de la estructura primaria de la proteina. Se han encontrado
mas de 100 mutaciones (Andersen, 2000; Andersen et al., 2001; Gaudette et al., 2000), y todas excepto
una, SOD1™* (Andersen et al., 1996; Andersen et al., 1995), causan la enfermedad hereditaria
dominante. Se han desarrollado ratones y ratas transgénicos que expresan la SOD1 humana mutada
como modelos animales de la ALS, los que han sido ampliamente utilizados para tratar de entender los
mecanismos de la muerte selectiva de las motoneuronas y para probar agentes terapéuticos; sin
embargo, estos modelos tienen la enorme limitaciéon de que sélo representan una pequefia proporcion
de los enfermos con FALS y aproximadamente solo del 2—-3 % del total de la ALS humana, ademas,
muchos de los agentes terapéuticos que han funcionado al menos en parte en este modelo resultan ser
inefectivos para el tratamiento de la ALS. Las mutaciones mas comunes que han sido expresadas en
los ratones transgénicos son la G93A, A4V, G37R y G85R (Gurney et al., 1994; Wong et al., 1995;
Bruijn et al., 1997). La enfermedad en los ratones transgénicos comienza con debilidad en las
extremidades posteriores, deterioro en la extensién de las patas y longitud de zancada acortada, y
continta hasta la paralisis completa de las extremidades, principlamente las traseras, en pocos dias

(Gurney et al., 1994).
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Ha sido un reto tratar de entender la toxicidad de las mutantes de la SOD1. Se ha demostrado que la
toxicidad mediada por la SODI1 en la ALS no se debe a la pérdida de su actividad catalitica, sino mas
bien a una ganancia de funcion que le confiere una 6 mas propiedades toxicas que son independientes
de los niveles de su actividad de dismutasa (Brown, 1995). Los principales argumentos contra la
importancia de la pérdida de la funcion como dismutasa son que los ratones knockout para la SOD1 no
desarrollan enfermedad de las motoneuronas (Reaume et al., 1996) y que los niveles de actividad de la
SOD1 no correlacionan con la enfermedad ni en los ratones ni en los humanos. De hecho, algunas
enzimas con mutaciones retienen su actividad de dismutasa completa (Borchelt et al., 1994; Bowling
et al., 1995), y el incremento crénico en los niveles de SOD1 nativa (y por lo tanto de actividad de
dismutasa) no tienen efecto en el curso de la enfermedad (Bruijn et al., 1998) o hasta la aceleran
(Jaarsma et al., 2000). La propiedad tdéxica adquirida probablemente perturba muchas funciones
celulares basicas en las neuronas, incluyendo la ruptura de proteinas por el sistema ubiquitina-
proteosoma, el transporte axonal anterogrado lento, el transporte axonal retrogrado rapido, la
homedstasis de Ca®", la funcién mitocondrial y el mantenimiento de la arquitectura del citoesqueleto
(Bruijn et al., 2004). La toxicidad puede resultar de, ya sea una quimica aberrante, mediada por los
agregados de proteinas mutantes desdobladas, que puede desregular el equilibrio redox (Harraz et al.,
2008) o producir pérdida o secuestro de componentes celulares esenciales, por ejemplo saturando las
chaperonas que intervienen en el plegamiento de proteinas y/o la maquinaria de la degradacion de
proteinas (Bruijn et al., 2004; Cleveland y Rothstein, 2001; Harraz et al., 2008). Esto incluye estrés del
reticulo endoplasmico y acumulacion de la SOD1 mutante en microsomas (Kikuchi et al., 2006;
Nishitoh et al.,, 2008). El descubrimiento de inclusiones citoplasmicas prominentes en las
motoneuronas y, en algunos casos, dentro de los astrocitos que las rodean en los modelos de los
ratones de ALS mediados por la SOD1 mutada y en todos los casos reportados de ALS humana
(Bruijn et al., 1998), dio lugar a la hipdtesis de toxicidad por la agregacion de proteinas. Estas
inclusiones son generalmente elementos insolubles a detergentes, dispersados en el citosol, que han
sido caracterizados por tinciones para ubiquitina y SOD1 (Basso et al., 2006; Wood et al., 2003). La
toxicidad a las motoneuronas generada por las mutantes de SOD1 parece ser no autonoma de un solo
tipo celular, ya que el dafio por las mutantes ocurre no solamente en las neuronas, sino también en las

células no-neuronales, sugiriendo que la muerte neuronal depende, al menos en parte, de una
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contribucion de los astrocitos de alrededor y posiblemente otros tipos celulares (Cassina et al., 2008;

Clement et al., 2003; Yamanaka et al., 2008).

Hipdtesis de la excitotoxicidad mediada por glutamato como causa de la ALS

Se encontr6 que la alta incidencia de ALS-PDC (amyotrophic lateral sclerosis/parkinsonism-dementia
complex) en la Isla de Guam, localizada en el Pacifico occidental, se debia a la ingestion en la dieta de
la semilla Cycas circinalis. Algunos contaminantes raros de alimentos son analogos del glutamato y
causan excesiva activacion de sus receptores, produciendo muerte neuronal. Esta semilla contiene el
aminoacido B-N-metilamino-L-alanina (BMAA), el cual en presencia de bicarbonato, se vuelve
excitotoxico mediante un mecanismo que involucra la activacion de los receptores AMPA y NMDA.
La accién del BMAA puede ser bloqueada por el antagonista de los receptores tipo NMDA D-APS5 y
por el antagonista de los receptores tipo AMPA/kainato NBQX (Spencer et al., 1987; Rao et al., 2006;
Ince y Codd, 2005).

De entre las diferentes hipdtesis postuladas, la excitotoxicidad mediada por glutamato es considerada
como un mecanismo probable que conduce a la degeneracion de motoneuronas tanto en la SALS como
en la FALS. Como ya se menciono, el glutamato puede producir excitotoxicidad por medio de la
sobreactivacion de los receptores tipo NMDA, AMPA y kainato. Las motoneuronas espinales son
particularmente vulnerables a AMPA o kainato, agonistas de los receptores tipo AMPA,
probablemente por el flujo de Ca®" a través de este tipo de receptores permeables a Ca®" que carecen de
la subunidad GluR2 o cuya subunidad no ha sido editada posttranscripcionalemente en el sitio Q/R,
tanto in vitro (Carriedo et al. 1995; Carriedo et al., 1996; Greig et al., 2000; Hugon et al. 1989;
Rothstein y Kuncl 1995; Shaw 1999; Van Damme et al., 2002; Van Den Bosch et al., 2000; Williams
et al., 1997) como in vivo (Corona y Tapia, 2004; Corona y Tapia, 2007). Por lo tanto, la activacién de
este tipo de receptores puede tener consecuencias patofisiologicas significativas que pueden estar
involucradas en la ALS.

Los resultados de estudios sobre la expresion de GluR2 en motoneuronas espinales de humanos y ratas
son controversiales ya que algunos estudios han informado que la subunidad GIuR2 no se ha podido
detectar en estas neuronas (Williams et al., 1997; Bar-Peled et al., 1999), mientras que en otros

estudios se ha detectado y hasta cuantificado el nivel de expresion del mRNA de esta subunidad
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(Tomiyama et al., 1996; Virgo et al., 1996; Kawahara et al., 2003). Asi, Williams y colaboradores
informaron que en motoneuronas humanas normales de médula espinal no se detecté el mRNA de la
subunidad GluR2, mientras que los mRNAs de las demas subunidades estaban claramente presentes,
sugiriendo que la mayoria de los receptores tipo AMPA en estas células son permeables a Ca®*
(Williams et al., 1997). Por otro lado, en otro estudio se midi6 la abundancia relativa del mRNA de la
subunidad GIuR2 in situ en motoneuronas de médula espinal humana y en otros subconjuntos
neuronales y se demostro que los niveles de mRNA de la subunidad GluR2 en las motoneuronas
espinales era menor en comparacion con los de otras poblaciones neuronales, pero no se encontrd
diferencia entre los pacientes con ALS y otros pacientes neurologicos (Kawahara et al., 2003). A
diferencia de esto, Virgo y colaboradores cuantificaron los niveles de mRNA de las subunidades del
receptor en homogenados de médula espinal encontrando una disminucion significativa del mRNA de
la subunidad GIluR2 en las médulas espinales de pacientes con ALS comparado con los controles
(Virgo et al., 1996). Ademas, también se han investigado los cambios moleculares del mRNA de la
subunidad GluR2 de los receptores tipo AMPA en médula espinal de pacientes con ALS, pacientes
con otras enfermedades neurologicas y pacientes control. Se mostré que existe un defecto en la edicion
del mRNA que codifica para ésta subunidad en las motoneuronas espinales de individuos afectados
por la ALS. Se encontrd que la eficiencia de la edicion del sitio Q/R en el mRNA de la subunidad
GluR2 era significativamente menor en las astas ventrales de la médula espinal de pacientes con ALS
comparado con cualquier region espinal de los controles con otras enfermedades y controles normales
(Takuma et al., 1999). De igual forma se encontr6 después que la edicion de ésta subunidad GluR2 era
deficiente en las motoneuronas espinales de algunos pacientes con ALS, mientras que no estaba
alterada en las motoneuronas de pacientes control, y era practicamente normal en las células
cerebelares de Purkinje en ambos grupos de pacientes con y sin ALS (Kawahara et al., 2004; Kwak y
Kawahara, 2005). Por otra parte, se encontré que la eficiencia para editar el sitio Q/R del RNA de la
sununidad GIuR2 en las ratas transgénicas con la SOD1 humana mutada era normal (Kawahara et al.,
20006), sugiriendo que los mecanismos de muerte neuronal en la SALS y la FALS son diferentes.

Las motoneuronas son particularmente vulnerables a la sobrecarga de Ca*" intracelular porque tienen
una baja capacidad de amortiguamiento debido a mecanismos deficientes de homeostasis de Ca*"

intracelular. Las motoneuronas espinales de personas sanas y pacientes con ALS, y de ratas y ratones
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carecen de las 2 principales proteinas que unen calcio, la calbindina D-28k y la parvalbumina, mientras
que otras motoneuronas que generalmente no se afectan en la ALS, como las de los nucleos
oculomotor y de Onuf si expresan alguna de estas proteinas (Alexianu et al., 1994; Ince et al., 1993;
Celio, 1990; Palecek et al., 1999). Ademas, se ha demostrado in vitro que las motoneuronas no tienen
la capacidad mitocondrial suficiente para amotiguar grandes elevaciones en las concentraciones de
calcio que se dan como consecuencia de la activacion rapida y repetitiva de los receptores tipo AMPA
por la exposicion a kainato, debido en parte a una densidad mitocondrial por volumen menor
comparada con neuronas no-motoras (Grosskreutz et al., 2007). Por lo tanto, la sobreactivacion de los
receptores tipo AMPA permeables a Ca®’, que son abundantes en las motoneuronas espinales, le
confieren a estas células especial vulnerabilidad a la excitotoxicidad mediada por los receptores
AMPA. De hecho, la exposicion a AMPA de cultivos de motoneuronas espinales causa un incremento
en la concentracion intracelular de Ca®" que conduce a una sobrecarga de Ca®" y despolarizacion
mitocondriales, y a la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Carriedo et al., 2000).
Muchas lineas de evidencia sugieren que el dafio mitocondrial, posiblemente relacionado con
alteraciones en la homeostasis de Ca”", esta involucrado en la ALS esporadica y familiar (Manfredi y
Xu, 2005; Menzies et al., 2002; Swerdlow et al., 1998; von Lewinski y Keller, 2005).

Analisis post-mortem de la corteza motora y de la médula espinal de pacientes con ALS revelaron una
reduccion en el contenido del transportador de glutamato EAAT?2 (Rothstein y Kuncl, 1995; Rothstein
et al,, 1992; Shaw et al., 1994). Este descubrimiento dio lugar a la hipotesis de que el mal
funcionamiento de EAAT2 podria ser un mecanismo importante que pudiera explicar la causa de la
muerte de las motoneuronas en la ALS. Sin embargo, aun no se sabe si la pérdida de los
transportadores de glutamato en el tejido de pacientes con ALS es una consecuencia o la causa de la
pérdida neuronal (Sasaki et al., 2000). Ademas, aun cuando se han descrito niveles incrementados de
glutamato en el liquido cefaloraquideo y plasma de pacientes con SALS (Plaitakis y Caroscio, 1987;
Rothstein et al., 1990), este incremento ocurri6 solamente en ~40 % de los pacientes (Shaw et al.,
1995; Spreux-Varoquaux et al., 2002), sugiriendo que el glutamato elevado no parece ser el factor
desencadenante para la muerte de motoneuronas en la SALS. Asimismo, descubrimientos recientes de
nuestro laboratorio no apoyan esta hipotesis, ya que el bloqueo farmacologico agudo (Corona y Tapia,

2004) y cronico (Tovar-y-Romo et al., 2009) del transporte de glutamato en la médula espinal de rata
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in vivo, que resulta en concentraciones extracelulares de glutamato elevadas, no causdé ni muerte
neuronal ni déficits motores. Tampoco se observo dafio neuronal en el hipocampo y corteza motora de
los ratones transgénicos FALS en los que el glutamato extracelular fue elevado por el bloqueo del

transporte (Tovar-y-Romo y Tapia, 2006).

Mitocondriay ALS

En tejidos de autopsias de pacientes con ALS se han observado anormalidades morfologicas y
ultraestructurales de las mitocondrias. Se encontraron agregados de mitocondrias anormales en la
region subsarcolemal del musculo esquelético y en nervios intramusculares (Afifi et al., 1966; Atsumi,
1981). Posteriormente, también se detectaron anormalidades morfologicas de la mitocondria en axones
proximales y en las astas ventrales de la médula espinal de pacientes con SALS se encontraron
conglomerados densos de mitocondrias (Hirano et al., 1984; Sasaki e Iwata, 1996). Estas alteraciones
se observaron también en menor proporcion en las neuronas no afectadas. Ademas, en biopsias de
musculos de pacientes con ALS se encontraron mitocondrias con volumen incrementado y con niveles
de Ca”™ elevados en las terminales nerviosas, lo que no se observé en pacientes con otras neuropatias
ni en los sujetos controles (Siklos et al., 1996). Por otro lado, se encontraron mitocondrias gigantes con
inclusiones intramitocondriales en el higado de 21 pacientes con ALS, estas alteraciones fueron
especificas de la enfermedad (Nakano et al., 1987). Las observaciones de la funcién mitocondrial han
proporcionado evidencia consistente con las observaciones morfologicas. Se han identificado déficits
en las actividades del los complejos I y IV de la cadena respiratoria en musculo esquelético y médula
espinal de pacientes con SALS (Wiedemann et al., 1998; Vielhaber et al., 2000; Borthwick et al.,
1999; Wiedemann et al., 2002). No obstante, en otro trabajo no se encontraron defectos en la funcion
de la cadena respiratoria mitocondrial de musculo esquelético de pacientes con ALS comparados con
los controles (Echaniz-Laguna et al., 2002). También se ha reportado en algunos pocos casos de ALS
que la enfermedad resulta ser una mitocondriopatia (Finsterer, 2002; Finsterer, 2003; Comi et al.,
1998). Se encontré una mutacién en el DNA mitocondrial en el gen que codifica para la subunidad |
del complejo IV de la cadena respiratoria mitocondrial en un caso de SALS (Comi et al., 1998). Todos
estos datos sugieren que el dafio en la cadena respiratoria mitocondrial podria ser un aconteciemiento

relevante en la patogénesis de la SALS. El problema es que no se sabe alin si las anormalidades en las
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mitocondrias reflejan la causa del proceso de la enfermedad o si son consecuencia del transcurso de la
degeneracion neuronal, ésto debido a que los estudios en los tejidos humanos se realizan después del
comienzo de la enfermedad o post-mortem, por esta razoén es necesario hacer mas estudios para poder

determinar el grado de implicacion de la disfuncion mitocondrial en la ALS humana.

Estrés oxidativo en la ALS

Se ha propuesto que el estrés oxidativo es uno de los mecanismos implicados en la degeneracion de las
motoneuronas en la ALS. Existe numerosa evidencia que apoya la participacion del estrés oxidativo en
la patogénesis de la ALS. Tejidos post mortem de pacientes con ALS han revelado dafio oxidativo
incrementado a los componentes celulares comparado con los controles. Estas muestras de tejido del
SNC (principalmente de la médula espinal) de pacientes con SALS y FALS han mostrado aumento del
dafio oxidativo al DNA (Ferrante et al., 1997; Fitzmaurice et al., 1996), niveles elevados de proteinas
carboniladas (Shaw et al., 1995; Ferrante et al., 1997) y de 3-nitrotirosina; notablemente, la
inmunorreactividad para la 3-nitrotirosina se detectd mas intensamente en las motoneuronas (Abe et
al., 1995; Abe et al., 1997; Beal et al., 1997). Ademas, se encontrd que la peroxidacion de lipidos y la
glicoxidacion de proteinas eran mayores en las motoneuronas espinales y las células gliales (Shibata et
al., 2001).

Los marcadores de dafio oxidativo también se han analizado en muestras de liquido cefalorraquideo y
en plasma sanguineo de pacientes vivos con ALS durante el curso de la enfermedad, mostrando un
aumento en el dafio oxidativo al DNA en ambos fluidos y también en orina -que fue determinado
midiendo los niveles de 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (80OH2’dG), un marcador estable de dafio
oxidativo a DNA, por medio de un método de cromatografia liquida electroquimica basado en una
columna de carbon porosa selectiva para las purinas- (Bogdanov et al., 2000; Thara et al., 2005),
peroxidacion de lipidos tanto en plasma como en liquido cefalorraquideo (Oteiza et al., 1997; Smith et
al., 1998; Bonnefont-Rousselot et al., 2000; Simpson et al., 2004), y una elevacion notable en los
niveles de 3-nitrotirosina en el liquido cefalorraquideo (Tohgi et al.,, 1999), aunque este ultimo
resultado es controversial (Ryberg et al., 2004). El incremento en el dafio oxidativo a las
macromoléculas también ha sido demostrado en los modelos transgénicos de ratones con FALS que

expresan la SOD1 mutada (Andrus et al., 1998; Liu et al., 1998; Liu et al., 1999; Poon et al., 2005;
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Casoni et al., 2005), sugiriendo que el estrés oxidativo es un mecanismo que participa en la
patogénesis de al menos un ~20 % de los pacientes con FALS. En modelos in vitro, las motoneuronas
espinales a las que se les ha inducido excitotoxicidad por la exposicion a AMPA, presentaron
sobrecarga de Ca®" mitocondrial desencadenando despolarizacion mitocondrial y generacién de ROS
(Carriedo et al., 2000).

Todos estos datos apoyan la hipdtesis de que el estrés oxidativo es un mecanismo que contribuye al
dafio de las motoneuronas en la ALS, sin embargo, aun no esta claro si el estrés oxidativo es una causa
o una consecuencia de la enfermedad, puesto que puede desencadenar otros procesos celulares que han
sido propuestos también como mecanismos de neurodegeneracion (como son la excitotoxicidad,
disfuncion mitocondrial, agregacion de proteinas, etc), o puede ser provocado o agravado por ellos.

Se ha probado la administracion de antioxidantes en los ratones transgénicos que expresan la SOD1
mutada, en general estos tratamientos han modificado tanto el tiempo de inicio de los sintomas como
la sobrevivencia. El tratamiento de los animales con vitamina E, catalasa y ginseng retrasaron
significativamente la edad de inicio de los sintomas pero con efecto insignificante en la sobrevivencia
(Gurney et al., 1996; Reinholz et al., 1999; Jiang et al., 2000). Los tratamientos con la coenzima Q10,
creatina, un extracto de vino tinto y miméticos de la SOD1 / catalasa extendieron la sobrevivencia pero
no la edad de incio de los sintomas (Matthews et al., 1998; Klivenyi et al., 1999; Amodio et al., 2006;
Jung et al., 2001). Por otro lado, los tratamientos con celastrol, té verde y Neu2000 retrasaron tanto el
inicio de los sintomas como la edad de muerte (Kiaei et al., 2005; Koh et al., 2006; Shin et al., 2007).
La profirina de manganeso AEOL-10150 administrada continuamente desde el inicio de los sintomas
retraso el progreso de la pardlisis e increment6 notablemente la sobrevivencia y por esta razoén parece
ser un agente antioxidante prometedor en el tratamiento de la ALS (Crow et al., 2005).
Desafortunadamente, muchos de los agentes terapéuticos que han tenido efectos positivos en los
ratones transgénicos, han fallado en tener éxito en los pacientes. Las pruebas clinicas para
antioxidantes como la vitamina E, la N-acetilcisteina, la L-metionina, la coenzima Q10 y la selegilina
que es un inductor de las enzimas antioxidantes, no han mostrado resultados benéficos. Sin embargo,
la calidad y disefio de los estudios clinicos ha sido pobre en general y un factor critico es entender la
farmacocinética y la farmacodinamia de los compuestos para que los estudios sean capaces de detectar

algin efecto si lo hay. Ademads, un reto asociado con la terapia antioxidante para los pacientes con
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ALS es la falta de compuestos antioxidantes potentes que crucen la barrera hematoencefalica.
Actualmente se estan realizando las pruebas clinicas para el antioxidante AEOL 10150, la profirina de
manganeso que atrapa peroxinitrito y otros oxidantes perjudiciales, y también se esta estudiando en
humanos el antioxidante MCI-186 (edaravona), un atrapador de radicales libres con efectos potenciales

en la funcion mitocondrial (Barber et al., 2006; Corona et al., 2007; Brooks, 2009).

Modelo in vivo de degeneracion aguda de motoneuronas espinales por excitotoxicicidad

Se han desarrollado modelos experimentales in vitro e in vivo para tratar de entender mejor la
enfermedad y estos modelos también han permitido probar posibles estrategias terapéuticas. Sin
embargo, estos modelos tienen muchas limitaciones y no han tenido éxito en el disefio de tratamientos
efectivos que detengan el curso de la enfermedad. Por lo tanto, todavia se necesita un modelo integral
que reproduzca la muerte de las motoneuronas croénica y progresiva y las principales caracteristicas de
la enfermedad. Debido a que hay mas modelos animales para la FALS que para la SALS a pesar de
que ésta ultima representa mas del 90 % de los casos, y basados en el hecho de que la sobreactivacion
de los receptores tipo AMPA permeables a Ca®*, que son abundantes en las motoneuronas espinales,
hace a estas células especialmente vulnerables a la excitotoxicidad, se desarrolld en el laboratorio un
modelo in vivo de muerte selectiva de motoneuronas, basado en la perfusion por microdialisis de
AMPA en la zona lumbar de la médula espinal de ratas, que puede ser util para estudiar los
mecanismos de muerte de motoneuronas y para probar agentes terapéuticos potenciales (Corona y
Tapia, 2004). El objetivo de los primeros experimentos en este esfuerzo era probar si la
excitotoxicidad producida por los agonistas de los receptores NMDA y AMPA/kainato o por el
glutamato endogeno induciria muerte de las motoneuronas espinales y paralisis en la rata. Se encontr6
que la concentracion endégena de glutamato extracelular elevada mediante la inhibicion del transporte
de glutamato no causo alteraciones motoras ni pérdida de motoneuronas, resultados que no apoyan la
hipotesis de la excitotoxicidad mediada por glutamato resultante de la pérdida de los transportadores
de glutamato. Por otro lado, la perfusion de AMPA, a diferencia de la de NMDA o la de kainato,
produjo paralisis permanente en la extremidad posterior ipsilateral y una pérdida notable de las
motoneuronas espinales (figura 5), que comenzo a las ~3-6 horas después del comienzo de la perfusion

y fue progresando hasta alcanzar el punto final a las 12 horas, cuando se da la pérdida de
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practicamente todas las motoneuronas en el segmento espinal estudiado. Todos estos efectos fueron
prevenidos por el NBQX, antagonista de los receptores tipo AMPA, y por un inhibidor de proteasas

(Corona y Tapia, 2004; Corona y Tapia, 2008).
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Figura 5. Micrografias representativas del efecto de la perfusion por microdidlisis de AMPA 6 mM en la médula
espinal lumbar de la rata, 24 horas después del experimento. Los rectangulos en A indican las regiones
amplificadas de las astas ventrales que se muestran en B y C. Noétese la pérdida casi completa de las
motoneuronas en el lado ipsilateral visualizadas después del teflido con violeta de cresilo (A-C) o por medio de
la inmunohistoquimica para la colina acetiltransferasa (ChAT), enzima que sintetiza la acetilcolina en las
motoneuronas (D-E). Las motoneuronas del lado contralateral muestran una morfologia e inmunohistoquimica
normales. La fotografia de abajo muestra una rata tratada con AMPA 6 mM 24 horas después del experimento,
mostrando una total paralisis de la pata ipsilateral al sitio de la microdialisis. Barra en (A) =400 pm, (B-E) =100
pm (Tomado de Corona y Tapia, 2007).

El hecho de que la muerte de las motoneuronas en este modelo comience solamente después de las 3-6
horas de la infusiéon de AMPA, y sea completa hasta las 12-24 horas condujo a la hipotesis de que la
entrada de Ca®" probablemente a través de los receptores tipo AMPA permeables a Ca®*, induce un
proceso deletéreo retardado que conduce a la muerte de las motoneuronas. Para probar esta hipotesis,

el AMPA fue co-administrado con 1-naftil acetil espermina (NAS), que es un bloqueador selectivo de
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los receptores tipo AMPA que carecen de la subunidad GluR2 (Greig et al., 2000; Koike et al., 1997;
Noh et al., 2005; Yin et al., 2002). Este compuesto previno significativamente la pérdida de las
motoneuronas y la paralisis subsecuente (Corona y Tapia, 2007), indicando que las motoneuronas
espinales de la rata poseen receptores tipo AMPA permeables a Ca®" funcionales que carecen de la
subunidad GluR2, y sugiriendo que el proceso celular que lleva a la muerte de las motoneuronas en
este modelo, in vivo, es desencadenado por un incremento en la concentracion intracelular de Ca*" via
estos receptores. La hipotesis de que ese incremento es responsable del dafio fue confirmada por la co-
perfusion del quelante de Ca®" intracelular, el acido 1,2-bis(2-aminofenoxi)etano-N,N,N",N"-
tetraacético tetrakis (acetoximetil ester) (BAPTA-AM) con AMPA, que fue tan efectivo como el NAS
en la prevencion del dafio a las motoneuronas y la paralisis (Corona y Tapia, 2007). La relevancia de
estos descubrimientos es notable porque, a diferencia de algunos otros experimentos realizados in vitro
en los cuales la concentracion de Ca®* en el medio de cultivo tuvo que ser elevada de 2 mM a 10 mM
(Van Den Bosch et al., 2000; Carriedo et al., 1996), la muerte neuronal se debe a los incrementos de
Ca’" citoplasmico que ocurren bajo las concentraciones fisiologicas extracelulares de este cation (2
mM). Todos estos datos en conjunto sugieren que los receptores tipo AMPA pueden jugar un papel

importante en el desarrollo de la ALS.

Sustratos energéticos y antioxidantes como neuroprotectores

Dado que uno de los mecanismos mediante los cuales la concentracion intracelular incrementada de
Ca”" induce la muerte neuronal es la deficiencia en la funcion mitocondrial (Beal, 1992; Manfredi y
Xu, 2005; Nicholls y Budd, 2000; Schinder et al., 1996; von Lewinski y Keller, 2005), se quiso probar
si esta deficiencia estd involucrada en la degeneracion de las motoneuronas espinales inducida por
AMPA. También en el trabajo anteriormente mencionado (Corona y Tapia, 2007) y utilizando el
mismo modelo, se estudido el efecto neuroprotector del piruvato, un sustrato del metabolismo
energético que es rapidamente oxidado por la mitocondria, perfundiéndolo por microdialisis en la
meédula espinal. Este compuesto también previno la paralisis y la muerte de las motoneuronas. El
hecho de que el piruvato también proteja de los efectos excitotoxicos del AMPA, sugiere que la
concentracion intracelular incrementada de Ca®" interfiere con el metabolismo energético

mitocondrial. Concordando con esta idea, en cultivos de neuronas del ntcleo estriado de ratén, el
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piruvato y el lactato protegieron de la neurotoxicidad inducida por NMDA o AMPA (Maus et al.,
1999). La suplementacion con piruvato atentia significativamente la excitotoxicidad en células
granulares cereberales sometidas a una exposicion cronica a glutamato (Jekabsons y Nicholls, 2004).
Por otro lado, el piruvato protegié del dafio inducido por H,O, también en cultivos de neuronas del
nucleo estriado de raton. Al parecer el efecto neuroprotector del piruvato también se debe a la
habilidad que tienen los a-cetoacidos de actuar como atrapadores de radicales libres, de hecho, varios
a-cetoacidos como son el oxaloacetato, el a-cetobutirato y el a-cetoglutarato, tuvieron el mismo efecto
neuroprotector ante la toxicidad inducida por H,O, (Desagher et al., 1997). En una linea celular hibrida
motoneuronas-neuroblastoma (VSC 4.1) expresando la SOD1 mutada (G93A) que es considerada
como un modelo de ALS in vitro, el piruvato redujo significativamente la muerte celular y la
produccion de ROS inducidas por cobre, ya que el tratamiento con cloruro de cobre redujo la
viabilidad e increment6 los niveles de perdxidos enddgenos en estas células (Kim et al., 2005). Esto
sugiere que, aunque el piruvato esta probablemente actuando como un sustrato energético
suplementario para restaurar la funciébn mitocondrial, también es probable que actie como un
antioxidante. En otro estudio de citotoxidad inducida por H,O,, realizado en cultivos de la linea celular
V79 de hamster chino (fibroblastos pulmonares) se observo una proteccion eficiente contra los efectos
letales del H,O, por el piruvato y otros a-cetoacidos, como el o—cetobutirato, a-cetoglutarato y o-
cetoadipato, aunque para que éstos ultimos ejercieran sus efectos protectores se requirieron
concentraciones mayores, indicando que tanto el piruvato como otros a-cetoacidos poseen actividad
antioxidante (Andrae et al., 1985). Esto se atribuye a la capacidad que tienen los a-cetoacidos de
reaccionar via no-enzimatica con el H,O, descarboxilandose, de esta manera convierten el H,O, a H,O
liberando CO, y produciendo el acido carboxilico correspondiente:

R - CO COOH + H202 — R -COOH + C02 + Hzo

Existe evidencia del efecto neuroprotector del cuerpo cetonico D-B-hidroxibutirato (D-BHB) contra la
toxicidad producida por glutamato. El dafio neuronal y el estrés oxidativo mediados por la
excitotoxicidad provocada por la inyeccion intraestriatal de glutamato en ratas, se ven aumentados
cuando a éstas se les provoca dafio en el metabolismo energético mediante la inhibicion de la

glucolisis por la administracion sistémica de iodoacetato (IOA). El tratamiento de estas ratas con D-
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BHB reduce significativamente las lesiones estriatales y la lipoperoxidacion (Mejia-Toiber et al.,
2006). Asimismo, los ratones transgénicos que expresan el gen de la SOD1 humana mutada (G93A)
fueron alimentados con una dieta cetogénica teniendo como resultado alteraciones significativas en las
manifestaciones clinicas de la enfermedad. La funciéon motora de los ratones transgénicos alimentados
con la dieta cetogénica se preservo por mas tiempo comparada con los ratones control; la dieta también
tuvo efecto en el peso de los animales durante el progreso de la enfermedad, ya que los animales
alimentados con la dieta cetogénica ganaron peso mas rapidamente durante la fase presintomatica y
perdieron peso mas lentamente conforme la enfermedad fue progresando. También se observo una
preservacion significativa de las motoneuronas de la médula espinal lumbar en los ratones tratados al

final del estudio (Zhao et al., 2006).

Existe cada vez més evidencia experimental que sugiere que el estrés oxidativo estd involucrado en la
patogénesis de la ALS. Por esta razon, como ya se menciond, se han probado algunos antioxidantes en
los modelos experimentales de la ALS para observar su efecto neuroprotector y su potencial uso en el
tratamiento de la enfermedad. En un estudio realizado con los ratones transgénicos SOD1-G93A, se
probo la eficacia del ascorbato s6lo y combinado con trientina, un quelante de cobre, antes o después
del inicio de los sintomas de la enfermedad. Los ratones tratados sélo con ascorbato administrado
antes del inicio de los sintomas, sobrevivieron significativamente mas tiempo que los ratones control;
este efecto también se observo en los ratones tratados con ascorbato y trientina, ademas, la funcion
motora se preservo por mas tiempo en este grupo (Nagano et al. 2003). En otro trabajo en el cual se
examinaron los efectos neuroprotectores del acido ascorbico contra la toxicidad inducida por NMDA y
glutamato en cultivos de neuronas de corteza cerebral, el ascorbato protegio completamente contra el
dafio inducido por una baja concentracion de NMDA y redujo significativamente la muerte neuronal
inducida por una concentracion mayor de NMDA o por glutamato (Majewska y Bell, 1990). De igual
manera, se ha comprobado en otros trabajos la neuroproteccion proporcionada por el acido ascorbico
contra dafios resultantes por excitotoxicidad tanto in vitro como in vivo (MacGregor et al., 1996;
Majewska et al., 1990; Kim et al., 2008).

Todos estos datos sugieren que tanto el acido ascorbico como los sustratos energéticos mencionados

pueden servir como neuroprotectores contra la muerte excitotoxica y en el tratamiento de la ALS.

38



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

En los antecedentes presentados se menciond que la muerte selectiva de las motoneuronas inducida
por la administracién de AMPA se debe fundamentalmente al aumento intracelular de Ca** a través de
los receptores tipo AMPA permeables a este cation. Las mitocondrias juegan un papel importante en la
respuesta de las neuronas a la estimulacién excitotéxica y la funcion mitocondrial puede verse afectada
por este aumento de Ca®*. Asimismo, la produccién de ROS se incrementa ante una concentracion
elevada de Ca* intracelular y el estrés oxidativo es un mecanismo que se da durante la
excitotoxicidad. Es relevante conocer la importancia de la participacion de estos mecanismos en la
degeneracién de las motoneuronas para poder proponer agentes neuroprotectores dirigidos a preservar
la funcién mitocondrial y evitar el estrés oxidativo en enfermedades en las que la excitotoxicidad esté

muy probablemente contribuyendo a la neurodegeneracién, como la ALS.

V. HIPOTESIS:

El aumento en la concentracion intracelular de Ca** inducida por la administracién de AMPA puede
producir, entre otras cosas, una deficiencia de la funcién mitocondrial y trastorno del metabolismo
energético, asi como la generacion de ROS. Estos 2 mecanismos participan de manera importante en la
muerte de motoneuronas espinales.

El déficit de la funcion mitocondrial resultara en una disminucion en la produccion de ATP, lo cual es
al menos parcialmente responsable de la muerte neuronal, por lo que la administracion de sustratos
energéticos que puedan contribuir al restablecimiento o al aumento de la produccién de energia y por
lo tanto a mantener la homeostasis en la concentracion intracelular de Ca®*, pueden ejercer proteccion
contra la neurodegeneracion inducida por el AMPA.

Asimismo, la administracion de antioxidantes o sustratos que puedan contribuir a la disminucion de la
produccién de ROS evitara el estrés oxidativo, ejerciendo asi un efecto protector contra la

neurodegeneracion.
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V. OBJETIVOS:

1. Conocer la importancia de la participacion de la deficiencia de la funcion mitocondrial y del
estrés oxidativo en la muerte selectiva de las motoneuronas espinales ocasionada por la
sobreactivacion farmacologica de los receptores AMPA.

2. Conocer los posibles efectos neuroprotectores de diferentes sustratos energéticos que actuen
estimulando el metabolismo energético y la produccion de energia y/o como antioxidantes
(lactato, a-cetobutirato, B-hidroxibutirato, ascorbato) en el modelo agudo de muerte de
motoneuronas provocado mediante la perfusion de AMPA por microdialisis en la médula
espinal de ratas.

3. Analizar histoldgica e inmunohistoquimicamente la potencial proteccion de las motoneuronas
espinales de la rata con los diferentes agentes neuroprotectores en comparacion con el dafio
producido en las motoneuronas espinales por la perfusion de AMPA solo y relacionarlo con la

funcidén motora de las ratas.

VI. METODOLOGIA:

Cirugia y microdialisis en la médula espinal

El modelo experimental son ratas macho de la cepa Wistar con un peso de 280-310 g. Se anestesian
con una mezcla de 4-5 % de halotano en una mezcla 95 % O,/ 5 % CO, y se montan en aparatos
estereotaxicos para médula espinal (David Kopf, Tujunga, CA), con una almohadilla isotérmica a 37
°C (Braintree Scientific, INC) para mantener la temperatura del animal. Una vez anestesiadas, se les
realiza una incision longitudinal en la region de las vértebras lumbares, las cudles son expuestas
después de separar y limpiar cuidadosamente el musculo que las rodea. Se taladra un orificio de ~1-2
mm de diametro en la segunda-tercera vértebra lumbar y una vez expuesta la médula se procede a
eliminar las meninges con mucho cuidado para evitar alguna hemorragia; se retira la sangre para
observar facilmente la médula y se introduce en ella una canula de microdialisis (membrana de dialisis
de cuprofano de 1 mm de longitud x 0.24 mm de diametro, CMA/7 Microdialysis Probe, Solna,

Sweden, previamente lavada con agua destilada por 1 hora a un flujo de 15 pl / minuto), en el asta
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dorsal derecha sin llegar al asta ventral para evitar dafio mecéanico en esta region (se introduce
Unicamente la membrana de dialisis de 1 mm).

Los animales se mantienen con baja anestesia (de 0.8 a 1 % de halotano) durante todo el experimento,
y las canulas de microdidlisis se perfunden continuamente con solucion Krebs-Ringer normal que
contiene 118 mM NaCl, 1.2 mM KH,PO,, 4.7 mM KCI, 1.18 mM MgSO,, 25 mM NaHCO;, 10 mM
de glucosa y 2.5 mM CaCl, (pH 7.4) a un flujo de 2 pl / minuto, utilizando una microjeringa montada
en una bomba de microinyeccion (CMA/100, Carnegie, Sweden). Después de un periodo de
estabilizacion de 60 minutos, se colectan continuamente fracciones de microdialisis de 25 pl (12.5
minutos). Seglin sea el caso, el sustrato energético o antioxidante que se estd probando como
neuroprotector se perfunde desde la estabilizacion junto con la solucion Krebs-Ringer, probandolo a
diferentes concentraciones (adiciondndolo a la solucion Krebs-Ringer normal y reduciendo la
concentraciéon de NaCl proporcionalmente para mantener la osmolaridad, asi como ajustando el pH a
7.4 si es necesario). Las 3 primeras fracciones colectadas se utilizan para determinar los niveles
basales de aminoacidos y en las 2 siguientes fracciones se cambia el medio de perfusion por un medio
con AMPA (Tocris, Bristol, U.K.) 6 mM (disuelto previamente en agua estéril y adicionandolo a la
solucion Krebs-Ringer + el sustrato energético o antioxidante a probar si es el caso y reduciendo la
concentracion del NaCl proporcionalmente para mantener la osmolaridad). Por ultimo se procede a
recolectar 3 fracciones adicionales con solucion Krebs-Ringer + sustrato energético o antioxidante. Es
importante considerar que la eficiencia de la membrana de dialisis de la canula para los compuestos de
bajo peso molecular como los utilizados en este trabajo y para los aminoacidos colectados es del 7-11
% (Massieu et al., 1995). De hecho, la eficiencia de las canulas de microdidlisis para el AMPA fue
previamente evaluada in vitro por medio de la determinacion por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) después de su derivaizacion con o-ftaldialdehido, y se encontrd que es de 9.5 + 1.1
% (Corona y Tapia, 2007). La concentracion de AMPA utilizada y la duracion de su administracion
fueron escogidas en base a observaciones dosis-respuesta y resultados previos del laboratorio (Corona
y Tapia, 2004; 2007). Las concentraciones iniciales de lactato, a-cetobutirato, B-hidroxibutirato y
ascorbato fueron escogidas en base a resultados previos de este laboratorio para el piruvato (Corona y
Tapia, 2007), y en base a los trabajos de otros investigadores, extrapolandolas a nuestras condiciones

experimentales de microdialisis y tomando en cuenta la eficiencia de la membrana de dialisis que para
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fines de los calculos fue considerada del 10 %.

Se realizan también ratas control perfundiéndolas con los sustratos energéticos o antioxidante en la
solucion Krebs-Ringer para probar que no exista ninguna alteracion conductual, ni en las
concentraciones de aminoacidos, ni alteraciones histoldgicas.

Una vez concluido el experimento se sutura la piel del animal, se descontinia la anestesia y se
mantienen los animales en cajas durante 24 horas en el bioterio con agua y comida ad libitum. Los

animales tratados se observan durante y después de la cirugia.

Evaluacion de la funcion motora

Para analizar la funcion motora cuantitativamente, se realiza la prueba del rotarod (Columbus
Instruments, Columbus, OH, USA) 6 y 24 horas después de la cirugia. Las ratas se someten a 2
sesiones de entrenamiento, un dia antes y minutos antes de la cirugia. Se colocan en la barra del
rotarod con una aceleracion de 0.2 rpm/s comenzando desde 10 rpm, y se mide el tiempo que tardan en

caer, tomando como limite maximo 120 segundos.

Evaluacién histolégica

A las 24 horas de la cirugia, después de realizarles la prueba del rotarod, los animales se anestesian
profundamente con una inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sodico y se perfunden
transcardialmente con 250 ml de solucion salina al 0.9 %, seguida de 250 ml de paraformaldehido al 4
% en buffer de fosfatos (PB) 0.1 M, pH 7.4. Se extrae la porcion lumbar de la médula espinal, se
mantiene en postfijacion con paraformaldehido al 4 % durante 24 horas a 4°C, y después se transfiere
a soluciones de sacarosa al 10 %, 20 % y 30 % durante 24 horas cada una. Posteriormente, las médulas
son embebidas en “Tissue tech” y se obtienen cortes coronales seriados de 40-50 pm en un cridstato.
Cortes alternados de la médula se tifien con violeta de cresilo o se tratan para inmunohistoquimica
colocandolos en una caja con buffer de fosfatos-salina (PBS) 0.1 M. Se confirma en todos los casos la
correcta localizacion de la canula de microdialisis en las astas dorsales sin que haya dafio mecanico en
las astas ventrales. En las médulas tefiidas con violeta de cresilo, se cuentan las motoneuronas
morfologicamente no dafiadas que se encentran en el asta ventral, identificadas por su soma de gran

tamafio (> 25 um), con citoplasma claramente visible, similares en apariencia a las de las ratas control
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o a las de el asta ventral contralateral corespondiente, en un campo 10x del microscopio. Se cuentan

5-6 cortes de la médula espinal por cada rata, separados entre si ~40-50 pm.

Inmunohistoquimica

Médula espinal

Dado el caracter colinérgico de las motoneuronas espinales, éstas se identifican mediante deteccion de
la enzima colina acetiltransferasa (ChAT). Los cortes de la médula se colocan en cajas con 500 pl de
PBS 0.1 M pH 7.4, y se mantienen bloqueando durante 2 horas en agitacion con albumina de suero
bovino al 5 % (BSA) disuelta en buffer de fosfatos-salina con Triton X-100 (PBS-Tx) al 0.3 %. Los
cortes se incuban posteriormente con un anticuerpo primario de cabra anti-ChAT (Chemicon,
Temecula, CA, USA) a una dilucion de 1:200 en PBS-Tx al 0.3 % y albimina al 5 %, durante toda la
noche a temperatura ambiente con agitacion constante. Se realizan controles a los cuales no se les
adiciona el anticuerpo primario.

Al dia siguiente se lavan los cortes 2 veces durante 10 minutos con PBS-Tx al 0.3 % y se adiciona el
anticuerpo secundario anti-IgG de cabra biotinilado (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) a
una dilucion de 1:200 en PBS-Tx al 0.3 % y se incuban durante 1-2 h. Después de 3 lavados de 10 min
con PBS-Tx al 0.3 %, se agrega avidina acoplada a Texas Red (Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA) a una dilucion de 1:200 en PBS- Tx al 0.3 % con un pH de 8.2. La avidina se prepara 30 min
antes, en la oscuridad y se guarda en refrigeracion. Una vez incubadas las muestras con avidina, se
cubre la caja totalmente con papel aluminio, se mantiene en la oscuridad y con agitacion continua
durante 1-2 h. Por ultimo se realizan 3 lavados de 10 min con PBS y los cortes se montan en
portaobjetos, con medio de montaje Vectashield (Vector Laboratorios, Burlingame, CA), y se

observan en un microscopio Nikon equipado con epifluorescencia.

Analisis de aminoacidos extracelulares

El contenido de aminoacidos en las fracciones de microdialisis de mide por HPLC después de su
derivatizacion con 0-ftaldialdehido, como se ha descrito previamente (Salazar et al., 1994; Massieu et
al., 1995). Las fracciones recolectadas (25 pl) se mezclan con un mismo volumen de o-ftaldialdehido

(OPA) y 3 min después se inyectan 20 pL en un cromatografo liquido de alta resolucion Beckman
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equipado con una columna ODS (25 cm x 4 mm). Como fase movil se utilizan metanol grado HPLC y
acetato de potasio (0.1 M, pH 5.5) y se corre en un gradiente lineal de 25 a 75 % metanol, a un flujo de
1.5 ml/minuto (duracion de 15 min). La deteccion se realiza por la medicion de la fluorescencia del
derivado de OPA, a 330 nm de excitacion y 460 nm de emision. La cuantificacion de aminoacidos se
realiza por comparacion con una mezcla estandar de aminoacidos que fueron procesados de la misma
manera. Los valores reportados no fueron corregidos para la eficiencia de la membrana de dialisis, que
para las canulas con una membrana de 1 mm de longitud usadas es de 7.7 = 1.3 % para el glutamato y
11.3 £ 0.37 % para el aspartato como ha sido reportado previamente (Corona y Tapia, 2007), valores
similares a los obtenidos anteriormente (del 7-11 %) para las membranas de 2 mm en pruebas de

recuperacion in vitro (Massieu et al., 1995).

Analisis estadistico
El conteo de motoneuronas y los resultados de la prueba del rotarod con los diferentes tratamientos
fueron analizados con la prueba estadistica ANOVA con comparaciones post-hoc de la prueba Tukey.

Un valor de p < 0.05 se considero estadisticamente significativo.
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VII. RESULTADOS:

CONTROL

Como control se utilizaron ratas a las cuales se les perfundi6 tinicamente solucion Krebs-Ringer en la
region lumbar de la médula espinal por medio de la canula de microdidlisis introducida en el asta
dorsal, para comprobar que estas ratas no presentan ninguna alteracion conductual ni dafio de las
motoneuronas que se encuentran en el asta ventral. Estas ratas efectivamente no presentan ninguna
alteracion motora manteniéndose en el rotarod hasta el tiempo limite de 120 seg (figura 19), e

histolégicamente no presentan pérdida ni dafio de motoneuronas (figuras 6 y 20).

Ipsilateral Contralateral

Figura 6. Micrografias representativas de una rata control perfundida s6lo con medio Krebs-Ringer. Se
muestra la morfologia de las motoneuronas de la médula espinal lumbar 24 horas después del
experimento. A, B y C: tinciones con violeta de cresilo. En A se observa el tracto de la canula de
microdialisis en el asta dorsal ipsilateral. B y C corresponden a los cuadros en A. D y E:
inmunohistoquimica para la ChAT en las astas ventrales ipsilateral y contralateral. Notese que las
motoneuronas en las astas ventrales se encuentran bien preservadas en todas las micrografias. Barras:
en A =500 pm, B-E =100 um.
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En todas las condiciones descritas a continuacion se perfundid como agente neuroprotector potencial
el sustrato energético o antioxidante a las concentraciones indicadas disuelto en solucion Krebs-Ringer
desde la estabilizacion y durante toda la operacion (en total 160 min), y se les perfundi6 AMPA 6 mM
durante 2 fracciones (25 min) segiin el modelo agudo de muerte de motoneuronas anteriormente
descrito (Corona y Tapia, 2004). Dado que el AMPA se perfunde durante 2 fracciones y considerando
el 10 % de eficiencia para la membrana de dialisis, la cantidad total de AMPA que pasa a la médula
espinal es de ~0.03 umoles. Se realizaron intercaladamente controles de ratas tratadas s6lo con AMPA
6 mM, presentando éstas paralisis de la pata trasera ipsilateral, un enorme déficit en el desempefio de
la prueba del rotarod y pérdida severa de las motoneuronas en el asta ventral del lado ipsilateral a la
introduccion de la canula de microdialisis, reproduciéndose los resultados ya descritos (figuras 5, 19 y
20). También se realizaron controles perfundiendo cada uno de los sustratos energéticos o antioxidante
solos sin la perfusion de AMPA a las concentraciones a las que se prob6 cada uno, en ningln caso
estos compuestos provocaron pérdida de motoneuronas ni alguna alteracion o déficit motor (datos no
mostrados).

Es importante mencionar que en todos los casos se midieron las concentraciones extracelulares de
glutamato y aspartato; en ninguin caso, con ninguno de los compuestos probados en este trabajo, se
observaron elevaciones ni modificaciones significativas en los niveles extracelulares de estos

aminoacidos, como tampoco sucede con la sola perfusion de AMPA 6 mM.

LACTATO

Como se menciond en los antecedentes, previamente se probo la perfusion de un sustrato energético
que también tiene propiedades antioxidantes, el piruvato, el cual se utilizo a una concentracion de 20
mM; este sustrato previno la neurodegeneracion y la paralisis producida por el AMPA (Corona y
Tapia, 2007). Por esta razon, en este trabajo se decidio probar el lactato, que también puede actuar

como sustrato energético pero no tiene efectos antioxidantes.

- Lactato 20 mM
Se probo la perfusion del lactato a una concentracion de 20 mM junto con el AMPA 6 mM, a esta

concentracion no se observo proteccion contra la muerte de motoneuronas ni se previno la paralisis
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(datos no mostrados). Dado que el lactato se perfunde desde la hora de estabilizacion y considerando
el 10 % de eficiencia para la membrana de dialisis, la cantidad total de lactato que pasa a la médula

espinal a esta concentracion es de ~0.64 umoles.

- Lactato 50 mM

La perfusion de lactato 50 mM previno parcialmente tanto las alteraciones motoras, como la paralisis
provocada por el AMPA 6 mM. En todas las ratas se observo un déficit a diferentes niveles de la
actividad motora en la prueba del rotarod (figura 9 y 19), conductualmente algunas ratas mostraron
paralisis parcial debido a que mostraron dificultad para incorporar por completo la pata derecha al
caminar. Dado que el lactato se perfunde desde la hora de estabilizacion y durante las 8 fracciones de
microdialisis (160 min en total), y considerando el 10 % de eficiencia para la membrana de dialisis, la
cantidad total de lactato que pasa a la médula espinal a esta concentracion es de ~1.6 umoles.
Histologicamente se observo que la pérdida de aproximadamente el 89 % de motoneuronas relativo al
control provocada por el AMPA, se redujo a un 52 % aproximadamente en presencia de lactato 50

mM (figuras 7, 9y 20).

- Lactato 100 mM

La perfusion de lactato 100 mM previno las alteraciones motoras y la paralisis provocadas por el
AMPA 6 mM. En todas las ratas tratadas se observo un ligero déficit de la actividad motora en la
prueba del rotarod (figuras 9 y 19). Dado que el lactato se perfunde desde la hora de estabilizacion y
durante las 8 fracciones de microdialisis (160 min en total), y considerando el 10 % de eficiencia para
la membrana de dialisis, la cantidad total de lactato que pasa a la médula espinal a esta concentracion
es de ~3.2 umoles. Histologicamente se observo que el lactato 100 mM redujo aproximadamente al 40

% la pérdida de motoneuronas provocada por el AMPA (figuras 8, 9y 20).
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Figura 7. Micrografias representativas de una rata perfundida con lactato 50 mM + AMPA 6 mM (n =
9). Se muestra la morfologia de las motoneuronas de la médula espinal lumbar 24 horas después del
experimento. Tinciones con violeta de cresilo en A, B y C. Los rectangulos en A indican las regiones
amplificadas de las astas ventrales que se muestran en B y C. D y E: inmunohistoquimica para la
ChAT en las astas ventrales contralateral e ipsilateral. Notese la disminucion en el nimero de
motoneuronas en el lado ipsilateral en comparacion con el lado contralateral. Para datos cuantitativos
del nimero de motoneuronas véase las figuras 9 y 20. Barras: en A = 500 um, B-E = 100 um. No se
modificé la concentracion extracelular de los aminoacidos glutamato y aspartato como se puede
observar en la grafica superior izquierda, n = 6 para la determinacion de aminoacidos extracelulares.
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Figura 8. Micrografias representativas de una rata perfundida con lactato 100 mM + AMPA 6 mM (n
=9). Se muestra la morfologia de las motoneuronas de la médula espinal lumbar 24 horas después del
experimento. Tinciones con violeta de cresilo en A, B y C. Los rectdngulos en A indican las regiones
amplificadas de las astas ventrales que se muestran en B y C. D y E: inmunohistoquimica para la
ChAT en las astas ventrales contralateral e ipsilateral. Notese la proteccion de las motoneuronas en el
lado ipsilateral. Para datos cuantitativos del nimero de motoneuronas véase las figuras 9 y 20. Barras:
en A = 500 pm, B-E = 100 pm. No se modificd la concentracion extracelular de los aminoacidos
glutamato y aspartato como se puede observar en la grafica superior izquierda, n = 8 para la
determinacion de aminoacidos extracelulares.
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Figura 9. Arriba se muestran los conteos del nimero de motoneuronas sanas en las astas ventrales
ipsilaterales y contralaterales de las médulas espinales de las ratas perfundidas con soluciéon Krebs-
Ringer (control), AMPA 6 mM, y AMPA 6 mM + lactato 50 y 100 mM. Valores promedio + SEM
para el numero de ratas indicado arriba de las barras. * p < 0.001 vs. el asta ventral ipsilateral
perfundida s6lo con AMPA. & p < 0.001 vs. el asta ventral contralateral correspondiente. Abajo se
muestran los valores obtenidos en la prueba del rotarod. El tiempo cero representa las sesiones de
entrenamiento (limite maximo 120 seg). Como control se utilizaron ratas sin operar u operadas a las
cuales solo se les perfundid solucion Krebs-Ringer. En la grafica se observan las ratas tratadas con
AMPA solo y las ratas tratadas con AMPA + lactato 50 mM y 100 mM. Los datos representan el
promedio = SEM del niimero de ratas indicado entre paréntesis. * p < 0.001 vs. el grupo de ratas
tratadas s6lo con AMPA.
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o-CETOBUTIRATO
Se evalué también el posible efecto neuroprotector de otro a-cetoacido, debido a la capacidad

antioxidante que éstos poseen.

- a-Cetobutirato 20 mM

La perfusion de a-cetobutirato a esta concentracion previno la paralisis provocada por el AMPA 6
mM, observandose tinicamente un déficit muy pequeno de la actividad motora en la prueba del rotarod
(figuras 11 y 19). Dado que el a-cetobutirato se perfunde desde la hora de estabilizacion y durante las
8 fracciones de microdialisis (160 min en total), y considerando el 10 % de eficiencia para la
membrana de didlisis, la cantidad total de a-cetobutirato que pasa a la médula espinal a esta
concentracion es de ~0.64 umoles. Se observd que la perfusion de a-cetobutirato 20 mM previno la
pérdida de motoneuronas provocada por el AMPA reduciéndola a un 39 % aproximadamente (figuras

10, 11 y 20).
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Figura 10. Micrografias representativas de una rata perfundida con a-cetobutirato 20 mM + AMPA 6
mM (n = 9). Se muestra la morfologia de las motoneuronas de la médula espinal lumbar 24 horas
después del experimento. Tinciones con violeta de cresilo en A, B y C. Los rectangulos en A indican
las regiones amplificadas de las astas ventrales que se muestran en B y C. D y E: inmunohistoquimica
para la ChAT en las astas ventrales contralateral e ipsilateral. Notese la proteccion de las
motoneuronas en el lado ipsilateral. Para datos cuantitativos del nimero de motoneuronas véase las
figuras 11 y 20. Barra en A = 500 pm, B-E = 100 um. No se modific6 la concentracion extracelular de
los aminoacidos glutamato y aspartato como se puede observar en la grafica superior izquierda, n = 6
para la determinacion de aminoacidos extracelulares.
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Figura 11. Arriba se muestran los conteos del nimero de motoneuronas sanas en las astas ventrales
ipsilaterales y contralaterales de las médulas espinales de las ratas perfundidas con soluciéon Krebs-
Ringer (control), AMPA 6 mM, y AMPA 6 mM + a-cetobutirato 20 mM. Valores promedio + SEM
para el nimero de ratas indicado arriba de las barras. *p < 0.001 vs. el asta ventral ipsilateral
perfundida solo con AMPA. & p < 0.001 vs. el asta ventral contralateral correspondiente. Abajo se
muestran los valores obtenidos con la prueba del rotarod. El tiempo cero representa las sesiones de
entrenamiento (limite maximo 120 seg). Como control se utilizaron ratas sin operar u operadas a las
cuales solo se les perfundid solucion Krebs-Ringer. En la grafica se observan las ratas tratadas con
AMPA so6lo y las ratas tratadas con AMPA + a-cetobutirato 20 mM. Los datos representan el
promedio = SEM del niimero de ratas indicado entre paréntesis. * p < 0.001 vs. el grupo de ratas
tratadas s6lo con AMPA.
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B-HIDROXIBUTIRATO
También se evalud el efecto neuroprotector del P-hidroxibutirato debido a que muchos estudios

sustentan los efectos protectores de los cuerpos cetonicos en diversas condiciones patologicas.

- p-Hidroxibutirato 20 mM

La perfusion de B-hidroxibutirato 20 mM no logré prevenir por completo ni las alteraciones motoras,
ni la parélisis provocada por el AMPA 6 mM. Se observé un déficit parcial de la actividad motora en
la prueba del rotarod (figuras 14 y 19), las ratas mostraron una paralisis parcial debido a que mostraron
dificultad para enderezar la pata derecha al caminar. Dado que el B-hidroxibutirato se perfunde desde
la hora de estabilizacion y durante las 8 fracciones de microdidlisis (160 min en total), y considerando
el 10 % de eficiencia para la membrana de dialisis, la cantidad total de f-hidroxibutirato que pasa a la
médula espinal a esta concentracion es de ~0.64 pmoles. La pérdida de las motoneuronas en esta

condicion fue aproximadamente del 55 % (figuras 12, 14 y 20).

- p-Hidroxibutirato 50 mM

A diferencia de la concentracién mas baja anteriormente probada, la perfusion de B-hidroxibutirato 50
mM si previno las alteraciones motoras y la paralisis provocadas por el AMPA 6 mM. En todas las
ratas tratadas hubo solo un pequefio déficit de la actividad motora en la prueba del rotarod (figura 14 y
19). Dado que el B-hidroxibutirato se perfunde desde la hora de estabilizaciéon y durante las 8
fracciones de microdialisis (160 min en total), y considerando el 10 % de eficiencia para la membrana
de dialisis, la cantidad total de B-hidroxibutirato que pasa a la médula espinal a esta concentracion es
de ~1.6 pumoles. El B-hidroxibutirato 50 mM redujo aproximadamente al 42 % la pérdida de

motoneuronas provocada por el AMPA (figuras 13, 14 y 20).
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Figura 12. Micrografias representativas de una rata perfundida con B-hidroxibutirato 20 mM + AMPA
6 mM (n = 9). Se muestra la morfologia de las motoneuronas de la médula espinal lumbar 24 horas
después del experimento. Tinciones con violeta de cresilo en A, B y C. Los rectangulos en A indican
las regiones amplificadas de las astas ventrales que se muestran en B y C. D y E: inmunohistoquimica
para la ChAT en las astas ventrales contralateral e ipsilateral. Notese la disminucion en el numero de
motoneuronas en el lado ipsilateral en comparacion con el lado contralateral. Para datos cuantitativos
del nimero de motoneuronas véase las figuras 14 y 20. Barra en A = 500 pm, B-E = 100 pm. No se
modificé la concentracion extracelular de los aminoacidos glutamato y aspartato como se puede
observar en la grafica superior izquierda, n = 7 para la determinacion de aminoacidos extracelulares.
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Figura 13. Micrografias representativas de una rata perfundida con B-hidroxibutirato 50 mM + AMPA
6 mM (n = 9). Se muestra la morfologia de las motoneuronas de la médula espinal lumbar 24 horas
después del experimento. Tinciones con violeta de cresilo en A, B y C. Los rectangulos en A indican
las regiones amplificadas de las astas ventrales que se muestran en B y C. D y E: inmunohistoquimica
para la ChAT en las astas ventrales contralateral e ipsilateral. Notese la proteccion de las
motoneuronas en el lado ipsilateral. Para datos cuantitativos del nimero de motoneuronas véase las
figuras 14 y 20. Barra en A = 500 pm, B-E = 100 um. No se modific6 la concentracion extracelular de
los aminoacidos glutamato y aspartato como se puede observar en la grafica superior izquierda, n = 6
para la determinacion de aminoacidos extracelulares.
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Figura 14. Arriba se muestran los conteos del nimero de motoneuronas sanas en las astas ventrales
ipsilaterales y contralaterales de las médulas espinales de las ratas perfundidas con solucion Krebs-
Ringer (control), AMPA 6 mM, y AMPA 6 mM + B-hidroxibutirato 20 y 50 mM. Valores promedio +
SEM para el nimero de ratas indicado arriba de las barras. * p < 0.001 vs. el asta ventral ipsilateral
perfundida s6lo con AMPA. & p < 0.001 vs. el asta ventral contralateral correspondiente. Abajo se
muestran los valores obtenidos en la prueba del rotarod. El tiempo cero representa las sesiones de
entrenamiento (limite maximo120 seg). Como control se utilizaron ratas sin operar u operadas a las
cuales solo se les perfundié solucion Krebs-Ringer. En la grafica se observan las ratas tratadas con
AMPA so6lo y las ratas tratadas con AMPA + B-hidroxibutirato 20 y 50 mM. Los datos representan el
promedio + SEM del niumero de ratas indicado entre paréntesis. * p < 0.001 vs. el grupo de ratas tratadas
s6lo con AMPA.
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ASCORBATO
Debido a que existe mucha evidencia de la participacion del estrés oxidativo y la generacion de ROS
en los mecanismos de la muerte de las motoneuronas, se evaluo el efecto neuroprotector del ascorbato,

ya que este compuesto actiia sélo como antioxidante.

- Ascorbato 10 mM

La perfusion de ascorbato 10 mM disminuy6 sélo un poco las alteraciones motoras y la paralisis
provocada por el AMPA 6 mM. Se observo un mayor déficit de la actividad motora en la prueba del
rotarod que en las ratas tratadas con los demds sustratos (figuras 18 y 19), las ratas mostraron una
paréalisis parcial. Dado que el ascorbato se perfunde desde la hora de estabilizacion y durante las 8
fracciones de microdialisis (160 min en total), y considerando el 10 % de eficiencia para la membrana
de dialisis, la cantidad total de ascorbato que pasa a la médula espinal a esta concentracion es de ~0.32
umoles. La pérdida de las motoneuronas en este caso se redujo tnicamente al 67 % aproximadamente

(figuras 15, 18 y 20).

- Ascorbato 20 mM

Se observo solo una pequena diferencia entre los resultados obtenidos con la perfusion de ascorbato
20 mM vy la concentracion anterior; de igual manera no se previnieron totalmente ni las alteraciones
motoras, ni la paralisis provocada por el AMPA 6 mM. Se observé un déficit también considerable de
la actividad motora en la prueba del rotarod (figuras 18 y 19), las ratas también mostraron una paralisis
parcial. Dado que el ascorbato se perfunde desde la hora de estabilizacion y durante las 8 fracciones de
microdialisis (160 min en total), y considerando el 10 % de eficiencia para la membrana de dialisis, la
cantidad total de ascorbato que pasa a la médula espinal a esta concentracion es de ~0.64 umoles. La

pérdida de las motoneuronas en esta condicion se redujo al 59 % aproximadamente (figuras 16, 18 y

20).

- Ascorbato 50 mM
De igual manera, en este caso no se observd gran diferencia en los resultados obtenidos con la

perfusion de ascorbato 50 mM a comparacion de las otras 2 concentraciones de ascorbato utilizadas.
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No se previnieron por completo ni las alteraciones motoras, ni la paralisis provocada por el AMPA 6
mM. Se observo un déficit parcial en la actividad motora en la prueba del rotarod (figuras 18 y 19), las
ratas mostraron una paralisis parcial igualmente. Dado que el ascorbato se perfunde desde la hora de
estabilizacion y durante las 8 fracciones de microdialisis (160 min en total), y considerando el 10 % de
eficiencia para la membrana de dialisis, la cantidad total de ascorbato que pasa a la médula espinal a
esta concentracion es de ~1.6 umoles. La pérdida de las motoneuronas en esta condicion se redujo al

58 % aproximadamente (figuras 17, 18 y 20).
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Figura 15. Micrografias representativas de una rata perfundida con ascorbato 10 mM + AMPA 6 mM
(n = 8). Se muestra la morfologia de las motoneuronas de la médula espinal lumbar 24 horas después
del experimento. Tinciones con violeta de cresilo en A, B y C. Los rectangulos en A indican las
regiones amplificadas de las astas ventrales que se muestran en B y C. D y E: inmunohistoquimica
para la ChAT en las astas ventrales contralateral e ipsilateral. Notese la gran disminucion en el nimero
de motoneuronas en el lado ipsilateral en comparacion con el lado contralateral. Para datos
cuantitativos del nimero de motoneuronas véase las figuras 18 y 20. Barra en A = 500 pm, B-E = 100
um. No se modifico la concentracion extracelular de los aminoacidos glutamato y aspartato como se
puede observar en la grafica superior izquierda, n = 6 para la determinacion de aminoacidos
extracelulares.
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Figura 16. Micrografias representativas de una rata perfundida con ascorbato 20 mM + AMPA 6 mM
(n = 8). Se muestra la morfologia de las motoneuronas de la médula espinal lumbar 24 horas después
del experimento. Tinciones con violeta de cresilo en A, B y C. Los rectangulos en A indican las
regiones amplificadas de las astas ventrales que se muestran en B y C. D y E: inmunohistoquimica
para la ChAT en las astas ventrales contralateral e ipsilateral. Notese la disminucion en el nimero de
motoneuronas en el lado ipsilateral en comparacion con el lado contralateral. Para datos cuantitativos
del nimero de motoneuronas véase las figuras 18 y 20. Barra en A = 500 um, B-E = 100 um. No se
modifico la concentracion extracelular de los aminoacidos glutamato y aspartato como se puede
observar en la grafica superior izquierda, n = 6 para la determinacion de aminoacidos extracelulares.
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Figura 17. Micrografias representativas de una rata perfundida con ascorbato 50 mM + AMPA 6 mM
(n =9). Se muestra la morfologia de las motoneuronas de la médula espinal lumbar 24 horas después
del experimento. Tinciones con violeta de cresilo en A, B y C. Los rectangulos en A indican las
regiones amplificadas de las astas ventrales que se muestran en B y C. D y E: inmunohistoquimica
para la ChAT en las astas ventrales contralateral e ipsilateral. Notese que aun a esta concentracion alta
de ascorbato hay disminucion en el nimero de motoneuronas en el lado ipsilateral en comparacion con
el lado contralateral. Para datos cuantitativos del nimero de motoneuronas véase las figuras 18 y 20.
Barra en A = 500 um, B-E = 100 pum. No se modific6 la concentracion extracelular de los aminoacidos
glutamato y aspartato como se puede observar en la grafica superior izquierda, n = 6 para la
determinacion de aminoacidos extracelulares.

61



[ Contralateral

25 _ I |psilateral
) ® ® ® ®) )
5204 ] ] T — T
5
(O]
S
5 154
1S
S
o 104 % X
3] &
1S *
=}
=z 5

&
: N

CONTROL AMPA  + Ascorbato + Ascorbato + Ascorbato

6 mM 10 mM 20 mM 50 mM
140 -
120 S a
] —-— CONTROL (8
100- ®)

=o= AMPA 6 mM (8)

-s= AMPA 6 mM + Ascorbato 10 mM (8)
AMPA 6 mM + Ascorbato 20 mM (8)
AMPA 6 mM + Ascorbato 50 mM (9)

(o] [e]
o o
[ B

N
o
1
&C}\
G
*

N
o
T

3

Tiempo que tardan en caer las ratas del rotarod (s)

o

T T T T T T T T T T T T T 1
6 9 12 15 18 21 24 27
Horas después del experimento

o
w

Figura 18. Arriba se muestran los conteos del nimero de motoneuronas sanas en las astas ventrales
ipsilaterales y contralaterales de las médulas espinales de las ratas perfundidas con soluciéon Krebs-
Ringer (control), AMPA 6 mM, y AMPA 6 mM + ascorbato 10, 20 y 50 mM. Valores promedio *+
SEM para el nimero de ratas indicado arriba de las barras. * p < 0.001 vs. el asta ventral ipsilateral
perfundida s6lo con AMPA. & p < 0.001 vs. el asta ventral contralateral correspondiente. Abajo se
muestran los valores obtenidos en la prueba del rotarod. El tiempo cero representa las sesiones de
entrenamiento (limite méximo 120 seg). Como control se utilizaron ratas sin operar u operadas a las
cuales solo se les perfundié solucion Krebs-Ringer. En la grafica se observan las ratas tratadas con
AMPA solo y las ratas tratadas con AMPA + ascorbato 10, 20 y 50 mM. Los datos representan el
promedio = SEM del niimero de ratas indicado entre paréntesis. * p < 0.001 vs. el grupo de ratas
tratadas s6lo con AMPA. & p < 0.01 vs. el grupo de ratas tratadas solo con AMPA.
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Figura 19. Desempeifio en la prueba del rotarod de las ratas tratadas con las diferentes condiciones. El tiempo
cero representa las sesiones de entrenamiento (limite maximo 120 seg). Como control se utilizaron ratas sin
operar (n = 4) u operadas a las cuales solo se les perfundio solucion Krebs-Ringer (n = 4). En la grafica se
observan las ratas tratadas con AMPA sdlo y las ratas tratadas con AMPA + lactato 50 mM y 100 mM, a-
cetobutirato 20 mM, B-hidroxibutirato 20 y 50 mM, y ascorbato 10, 20 y 50 mM. Los datos representan el
promedio = SEM del niimero de ratas indicado entre paréntesis. En el grupo de ratas control no hay SEM porque
todos los animales permanecieron en el rotarod durante los 120 segundos establecidos como limite maximo.
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Figura 20. Numero de motoneuronas sanas cuantificadas en las astas ventrales ipsilateral y contralateral de las
médulas espinales tefiidas con violeta de cresilo de las ratas control y ratas tratadas con AMPA 6 mM soélo o
AMPA 6 mM + los diferentes compuestos, 24 h después del experimento. Noétese la pérdida de motoneuronas
con AMPA 6 mM en el lado ipsilateral y la prevencion de ésta con lactato 50 y 100 mM, a-cetobutirato 20 mM,
B-hidroxibutirato 20 y 50 mM, y ascorbato 10, 20 y 50 mM. Los datos representan el promedio £ SEM para el
numero de ratas indicado en la parte superior de las barras. * p < 0.001 vs. el asta ventral ipsilateral perfundida
so0lo con AMPA. & p < 0.001 vs. el asta ventral contralateral correspondiente.
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VIIl. DISCUSION:

Para tratar de entender los mecanismos bioquimicos por los cuales se da la degeneracion selectiva de
las motoneuronas espinales inducida mediante la sobreactivacion de los receptores AMPA en nuestro
modelo, nos hemos enfocado en el estudio de la participacion de la deficiencia de la funcion
mitocondrial y del estrés oxidativo en esta muerte excitotoxica. Una clave para responder la pregunta
de si estos 2 fenémenos juegan un papel crucial en la degeneracion de las motoneuronas son las
propuestas terapéuticas encaminadas a evitar el déficit energético y a proteger a la célula del dafio
oxidativo.

Para esto, se han probado en este trabajo distintos sustratos que puedan actuar por medio de 2
mecanismos: 1) aumentando la produccion de energia por medio del metabolismo energético; y 2)
atrapando los radicales libres o disminuyendo la produccion de ROS. Por esta razon, examinamos el

potencial neuroprotector del lactato, el a-cetobutirato, el B-hidroxibutirato y el ascorbato.

Participacion de las deficiencias de la funcion mitocondrial y del metabolismo energético, y del

estrés oxidativo en la muerte de motoneuronas espinales

- Mecanismos de neuroproteccion del lactato, del piruvato y del a-cetobutirato
Previamente en el laboratorio se probo la perfusion de piruvato a una concentracion de 20 mM para
estudiar la posible participacion de las deficiencias energéticas mitocondriales en el dafio neuronal
inducido por AMPA (Corona y Tapia, 2007). El piruvato previno las alteraciones motoras y la
paralisis y también redujo la pérdida de motoneuronas. El piruvato es un intermediario oxidable del
metabolismo energético que es convertido a acetil-CoA por la piruvato deshidrogenasa mitocondrial.
La acetil-CoA entra directamente al ciclo TCA, donde se da su oxidacion completa a CO, y la energia
de oxidacion se conserva en forma de ATP y, temporalmente, en forma de las coenzimas reducidas
NADH y FADH,, que son transportadores electronicos que posteriormente entran a la cadena
respiratoria donde se da la transferencia electronica al O, y la sintesis de mas ATP mediante la
fosforilacion oxidativa. En las neuronas, el sustrato mitocondrial dominante es el piruvato derivado de

la glucolisis. La razon por la cual el piruvato ofrece neuroproteccion es probablemente porque actia
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como sustrato energético, pero también puede actuar como antioxidante como sera discutido
ampliamente mas adelante; sin embargo nosotros desconociamos si la produccion de radicales libres
participa importantemente en nuestro modelo. Por esta razon, en este trabajo se decidié probar el
efecto protector del lactato que puede actuar como sustrato energético pero no tiene efecto
antioxidante directo per se. Tanto el lactato como el piruvato cruzan la barrera hematoencefélica y son
transportados al interior de las neuronas por medio de difusion facilitada mediada por el co-
transportador especifico de H'-acidos monocarboxilicos (Dringen et al., 1993). Como se puede
observar en los resultados, la proteccion que ejerce el lactato es dosis-dependiente, ya que a una
concentraciéon de 20 mM no protege (datos no mostrados), mientras que a una concentracion de 50
mM protege parcialmente y a una concentracion de 100 mM ofrece una muy buena proteccion como
se puede observar en el desempeilo motor, similar a la observada con el piruvato 20 mM (Corona y
Tapia, 2007). El hecho de que el lactato necesite una concentracion mucho mayor que el piruvato para
proteger en la misma proporcion podria deberse a que la proteccion ejercida por el lactato se da al
convertirse a piruvato por medio de la lactato deshidrogenasa (LDH). La hipdtesis de la lanzadera de
lactato astrocitos-neuronas postula que en el SNC de los mamiferos existe un acoplamiento metabdlico
entre la glia y las neuronas, que los astrocitos son el principal sitio de consumo de glucosa durante la
actividad neuronal, ahi la glucosa es convertida a lactato por via glicolitica, el lactato es entonces
liberado al espacio extracelular y tomado por las neuronas para utilizarlo como un sustrato metabdlico
suplementario; esto podria llevarse a cabo en condiciones de reposo, pero podria aumentar por la
activacion sinaptica ante la alta demanda energética. Se ha demostrado que las neuronas utilizan
lactato preferentemente como sustrato energético oxidable y que hay una produccién predominante de
lactato por los astrocitos, que existe un sistema activo para la captura del lactato por las neuronas y que
existe la maquinaria enzimatica que permite que el lactato entre al ciclo de Krebs en las neuronas
(Pellerin y Magistretti, 1994; Tsacopoulos y Magistretti, 1996; Bouzier-Sore et al., 2006; Bouzier-Sore
et al., 2003, Smith et al., 2003, O’Brien et al., 2006, Aubert et al., 2005). Esta hipdtesis ha sido objeto
de muchos estudios y controversias (Fillenz, 2005; Zielke et al., 2007; Dienel y Hertz, 2001). Sin
embargo, estos trabajos demuestran que el lactato puede ser transportado al interior de las neuronas y
utilizado como sustrato energético por lo que podemos sugerir que el lactato administrado por

microdidlisis estd siendo utilizado por las motoneuronas como sustrato energético en nuestros

65



experimentos. El lactato (al igual que el piruvato) es un sustrato ventajoso para las neuronas, ya que la
energia es obtenida como NADH sin el gasto de ATP. Asi, después de la conversion del lactato a
piruvato por medio de la reaccion catalizada por la LDH, 1 mol de lactato puede proveer 18 moles de
ATP por medio de la fosforilacion oxidativa. Ademas, para que la glucdlisis se lleve a cabo requiere
consumir ATP en 2 de sus reacciones (hexocinasa y fosfofructocinasa); ésto implica que una célula
cuyos niveles de ATP estan disminuyendo, aunque sea transitoriamente, podria sufrir un colapso
irreversible a medida que la glucdlisis se ve limitada y si hay escasez de alglin otro sustrato oxidable,
exacerbando asi el decremento en ATP. Un mecanismo para reiniciar la glucoélisis en una neurona
cuyo ATP estd agotado es la utilizacion de lactato o piruvato, que son sustratos neuronales efectivos
(Nicholls y Budd, 2000). En el SNC de los mamiferos, los astrocitos pueden proteger a las neuronas no
solamente recapturando el glutamato, sino también por medio de la liberacion del producto glicolitico
lactato, para ser utilizado por neuronas vecinas como sustrato energético. El lactato,
predominantemente suministrado por la glia, facilita la recuperacion de las neuronas después de un
insulto bioenergético (Izumi et al., 1997; Schurr et al., 1997a; Schurr et al., 1997b).

El hecho de que para ser utilizado como sustrato energético el lactato deba ser convertido a piruvato,
no descarta el que una proporcidon del piruvato asi producido intracelularmente pueda actuar como
antioxidante, aparte de actuar como sustrato energético al entrar al ciclo TCA ayudando a que haya
una mayor produccion de ATP. Existe evidencia de que el piruvato y el L-lactato pueden proteger a las
neuronas de la neurotoxicidad inducida por NMDA que se incrementa por la privaciéon de glucosa,
rescatando su carga energética celular, ya que estos sustratos contrarrestaron fuertemente la enorme
disminucion en el contenido de ATP neuronal que se da como resultado. El piruvato protegid a las
neuronas estriatales contra la neurotoxicidad y la disminucion en los niveles de ATP inducidos por
NMDA en la presencia y ausencia de glucosa. También protegio contra la neurotoxicidad inducida por
AMPA. Ademas, el piruvato disminuy6 la acumulacion retardada de glutamato extracelular (Maus et
al., 1999). Asimismo existe evidencia de que el piruvato sélo o en combinacion con fosfato inorganico
puede rescatar a las neuronas granulares cerebelares de la muerte producida por la exposicion a
glutamato (Eimerl y Schramm, 1995). También se ha propuesto que el piruvato puede prevenir el dafio
neuronal excitotoxico asociado con isquemia/hipoglicemia debido a que protege in vivo contra la

neurotoxicidad mediada por glutamato en el hipocampo de ratas a las que se les ha administrado
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cronicamente yodoacetato, un inhibidor de la glucoélisis (Massieu et al., 2000). De igual manera se
demostro el efecto protector del piruvato in vitro en cultivos de neuronas granulares cerebelares contra
el dafo inducido por la exposicion simultanea al L-trans-pirrolidin-2,4-dicarboxilato (PDC) que inhibe
la recaptura de glutamato y al acido 3-nitropropidnico (3-NP) que es una toxina mitocondrial que
inhibe a la succinato deshidrogenasa, el complejo II de la cadena de transporte de electrones (Garcia y
Massieu, 2001). Estas observaciones fueron luego extendidas a experimentos in vivo donde se
encontr6 que el piruvato protege parcialmente contra el dafio neuronal inducido por la inyeccion
intraestriatal de PDC (que da lugar a una elevacion sustancial de los niveles extracelulares de
glutamato) en animales que han sido tratados con una inyeccion intraperitoneal de 3-NP con lo que se
les ha inhibido su metabolismo energético mitocondrial parcial y transitoriamente, condiciones que
podrian simular el dafio neuronal por isquemia cerebral al reproducir 2 eventos asociados con ella
como son niveles incrementados de aminoacidos excitadores extracelulares y falla del metabolismo
energético (Massieu et al., 2001). Después demostraron in vitro que la exposicion de las neuronas
granulares cerebelares a 3-NP y PDC simultdneamente resulta en una disminucién progresiva de la
capacidad reductora de la mitocondria y en un decremento rapido de los niveles de ATP, seguidos de
la pérdida de la integridad de la membrana plasmatica y la apariciéon de nicleos condensados. Esta
disminucion en la actividad mitocondrial y en los niveles de ATP es prevenida en presencia de
piruvato, ademas de que se reduce el nimero de nticleos condensados y se preserva la integridad de la
membrana plasmatica, estos resultados sugieren que el efecto protector del piruvato estd relacionado a
su papel como sustrato metabdlico mitocondrial (Garcia y Massieu, 2003).

Por otro lado, los mecanismos de neuroproteccion del piruvato también se han asociado a su habilidad
para ejercer efectos antioxidantes en el SNC y otros tejidos susceptibles a estrés oxidativo. Se ha
demostrado que el piruvato protege fuertemente a las neuronas contra la toxicidad producida por el
H,0, adicionado exdégenamente y producido enddégenamente. Esta neuroproteccion se ha atribuido a la
capacidad que tienen los a-cetoacidos de reaccionar via no-enzimatica con el H,O, descarboxilandose,
conviertiendo el HO, a H,O, produciendo el acido carboxilico correspondiente y liberando CO,:

R-COCOOH+H,0, — R-COOH+CO,+H,0O
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La reaccion en el caso del piruvato es:
CH; - CO COOH + H,0, — CH;-COOH + CO, + H,0O

De hecho, varios a-cetoacidos incluyendo el o-cetobutirato protegieron también a las neuronas,
mientras que el lactato, que no es un a-cetoacido, no protegié de la toxicidad inducida por H,O,
(Desagher et al., 1997). En otro trabajo se demostré que el piruvato protege a las células humanas de
neuroblastoma mediante sus acciones antioxidantes en la mitocondria, ya que suprimi6 la produccion
de superoxido mitocondrial y atenuo el colapso de Ay, inducido por estrés oxidativo. Se comprobd
que puede actuar como atrapador de radicales libres ya que atento la formacion de ROS y la muerte
celular inducidas por H,O, de manera dosis-dependiente, ejerciendo sus efectos protectores aun cuando
su administracion se retardo hasta 2 horas después de la exposicion a H,O, (Wang et al., 2006). El
piruvato también disminuye la muerte celular de neuronas granulares cerebelares en la presencia de
oligomicina (un inhibidor de la ATP sintasa) aunque no pueda contribuir a la produccion de ATP,
sugiriendo que la polarizacion mitocondrial puede proteger, probablemente porque mantiene los
niveles de NADPH y glutation reducidos (Jekabsons y Nicholls, 2004). Ademas, se ha propuesto que
el piruvato (junto con el malato) ayuda a mejorar la funcion de los mecanismos homeostaticos de Ca®",
en particular, aumentando la eficiencia de la extrusion de Ca*" al medio y de la acumulacién de Ca*
en las pozas intracelulares, aumenta asi la contribucion de la mitocondria para la homeostasis de Ca®"
neuronal, probablemente debido a que el incremento en la tasa respiratoria que se da en presencia de
piruvato y malato resulta en un Ay, aumentado, y por lo tanto mitiga la neurotoxicidad mediada por
glutamato (Ruiz et al., 1998; Villalba et al., 1994). Consecuentemente, las mitocondrias en las
neuronas utilizan el piruvato para generar Ap, sintetizar ATP y amortiguar el Ca®" citosélico. Por lo
tanto, los mecanismos protectores del piruvato, ya sea administrado exogénamente o producido
endogénamente a partir del lactato, son probablemente multiples, incluyendo la estimulacion del ciclo
TCA vy de la produccion de ATP, su funciéon antioxidante y ayudando a la homeostasis de Ca*"
intracelular.

Por esta razén, para poder conocer cual de estos mecanismos esta contribuyendo mas a la
neuroproteccion, decidimos probar otro a-cetoacido que compartiera la capacidad de actuar como

atrapador de radicales libres con el piruvato, pero no sus demas propiedades. Se eligié entonces el a-
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cetobutirato, el cual se penso al principio equivocadamente que no podia contribuir a la produccion de
energia, sin embargo, el o-cetobutirato es metabolizado por medio de la enzima a-cetobutirato
deshidrogenasa a propionil-CoA que puede ser convertido a metilmalonil-CoA y subsecuentemente a
succinil-CoA y asi entrar a ciclo TCA, ya que el succinil-CoA es un intermediario de este ciclo. De
hecho, se ha comprobado que la a-cetobutirato deshidrogenasa activa esta presente en el cerebro de
rata y se ha medido su actividad (Steele et al., 1984). El a-cetobutirato es un intermediario metabolico
natural producto de la degradacion de los aminoacidos metionina y treonina para que se dé la completa
oxidacion de éstos. El a-cetobutirato ofrece una muy buena neuroproteccion y evita por completo la
paralisis en las ratas cuando es administrado a una concentracion de 20 mM, resultados muy similares
a los obtenidos con piruvato a esa misma concentracion. Estos resultados y la similitud en sus
estructuras quimicas, sugieren que pueden proteger por mecanismos similares, y por lo tanto que este
sustrato también estd siendo metabolizado para la produccion de energia por medio del ciclo TCA y de
la fosforilacion oxidativa, ademas de que también puede estar actuando como atrapador de ROS por la

propiedad que tienen los a-cetoacidos de reaccionar directamente con el H,O..

- Mecanismos de neuroproteccion del [-hidroxibutirato
Probamos también el B-hidroxibutirato, el cual es un cuerpo cetonico que se utiliza como combustible
en tejidos extrahepaticos a través de su oxidacion, primero a acetoacetato por accion de la D-B-
hidroxibutirato deshidrogenasa; el acetoacetato se activa formando su éster de coenzima A por la
transferencia de CoA a partir de succinil-CoA, formandose acetoacetil-CoA el que, por accion de la
tiolasa, se rompe en 2 moléculas de acetil-CoA que entran en el ciclo TCA donde son oxidados por
completo y producen energia sintetizando ATP por medio de la fosforilacion oxidativa. E1 SNC central
adulto tiene la capacidad de transportar y usar los cuerpos cetéonicos como sustratos energéticos
alternativos (Hawkins et al., 1971) a pesar de que la glucosa es su principal sustrato energético. De
hecho, cuando la concentracidon de cuerpos ceténicos se incrementa (en situaciones como inanicion
prolongada o como resultado de una dieta cetogénica o de una infusion exdgena), su oxidacion en el
cerebro aumenta (Owen et al., 1967). Debido a que la disfuncién mitocondrial puede estar jugando un

papel importante en la muerte neuronal que se da en la ALS, y a que los cuerpos cetdonicos promueven
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la produccion de energia mitocondrial, se probd el efecto de una dieta cetogénica en los ratones
transgénicos SOD1-G93A. Los animales alimentados con esta dieta preservaron la funcién motora por
mas tiempo, se evitd la pérdida de peso corporal, y hubo proteccion contra la pérdida de motoneuronas
de la médula espinal lumbar. Ademas, se comprobd que el D-B-hidroxibutirato (isdémero
fisiologicamente activo) promueve la sintesis de ATP incrementandola y evita la neurotoxicidad de las
motoneuronas espinales de los ratones transgénicos G93A provocada por la inhibicion del complejo I
de la cadena respiratoria mitocondrial. Esto sugiere que el tratamiento con la dieta cetogénica puede
disminuir el deterioro motor y proteger a las motoneuronas por medio de la promocion de la
producciéon de energia mitocondrial (Zhao et al., 2006). También se ha demostrado el efecto
neuroprotector del D-B-hidroxibutirato contra la toxicidad glutamatérgica, ya que el tratamiento con
este cuerpo cetonico reduce el dafio neuronal y la lipoperoxidacion provocados por la inyeccion
intraestriatal de glutamato a ratas a las que se les ha inhibido la glucdlisis con yodoacetato. Esta
proteccion puede deberse a que la suplementacion del metabolismo mitocondrial con este sustrato
energético permite que la célula contrarreste la cascada neurotoxica desencadenada por la
sobreactivacion de los receptores a glutamato gracias a que el D-B-hidroxibutirato estimula la
produccion de ATP y el consumo de O, y favorece el mantenimiento del potencial de membrana
mitocondrial (Mejia-Toiber et al., 2006). Por otro lado, este mismo grupo después demostrd que la
capacidad antioxidante de los cuerpos cetonicos contribuye a su efecto protector contra el dafio
oxidativo asociado con la produccion de radicales libres y disminucion energética. Se estudio la
capacidad del acetoacetato y los 2 isdbmeros D- (fisiologico) y L- (no fisioldgico) del B-hidroxibutirato
para atrapar diversas ROS, estos 2 ltimos atraparon efectivamente los radicales ‘'OH. Ademas, los 3
cuerpos cetonicos redujeron la muerte celular y la produccion de ROS inducida por el yodoacetato,
mientras que solamente el D-B-hidroxibutirato y el acetoacetato previnieron la disminucion de ATP
neuronal. Ademas, la administracion de D- 6 L- B-hidroxibutirato previno el aumento en la
peroxidacion de lipidos en el hipocampo inducido por hipoglicemia en un modelo in vivo (Haces et al.,
2008). En nuestro modelo, la administracion de DL-B-hidroxibutirato (mezcla racémica) ejercié una
proteccion dosis-dependiente, ya que con una concentracion de 20 mM ofrece muy poca proteccion
tanto en la viabilidad de las motoneuronas como en la conducta de las ratas, presentando éstas una

paralisis parcial, mientras que a una concentracion de 50 mM ofrece buena proteccion contra la
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neurodegeneracion y se evita por completo la paralisis. El B-hidroxibutirato puede estar actuando
entonces mediante la estimulacion del metabolismo energético mitocondrial, y también disminuyendo

la produccion de ROS y por lo tanto los efectos nocivos del estrés oxidativo.

- Mecanismos de neuroproteccion del ascorbato
Por todo lo anteriormente discutido, no podiamos concluir si en nuestro modelo hay produccion de
radicales libres, asi que probamos el potencial protector del acido ascorbico para tratar de encontrar el
mecanismo bioquimico principalmente involucrado en la muerte de las motoneuronas. El ascorbato es
una vitamina hidrosoluble (vitamina C) que se encuentra en todo el cuerpo, ya que es un cofactor de
muchas reacciones enzimaticas y ademas también funciona como un excelente antioxidante. El
ascorbato reacciona efectivamente con los radicales superoxido e hidroxilo donandoles un electréon o
bien puede regenerar la forma reducida del a-tocoferol. El ascorbato también puede evitar la pérdida
de glutation reducido proporcionando proteccion antioxidante adicional indirecta. La concentracion de
ascorbato en el SNC, principalmente en las neuronas, es mantenida a un nivel mucho mas alto que en
el plasma (las concentraciones de vitamina C en el cerebro son ~10 veces mas altas que en sangre).
Esto sugiere que este compuesto juega un papel esencial en la eliminacion de ROS en el SNC, donde
el metabolismo aerobio es muy activo (Rice, 2000). Las concentraciones de acido ascorbico en el
plasma, liquido cefalorraquideo y cerebro en los mamiferos son de ~0.05, 0.2 y 1 mM,
respectivamente (Spector y Johanson 2006). En ciertas neuronas, la concentracion puede llegar a ser
tan alta como 10 mM (Rice, 2000). Tanto la forma reducida (acido ascorbico), como la forma oxidada
(acido dehidroascorbico) de la vitamina C pueden ser transportadas a través de la membrana
plasmatica por medio de distintos transportadores. El acido dehidroascoérbico puede ser internalizado
por medio de los transportadores de hexosas (GLUT1, GLUT3 y GLUT4) y luego ser reducido a acido
ascorbico por diferentes sistemas enzimaticos, de hecho el acido dehidroascorbico es transportado por
GLUT4 a los astrocitos. Ademas, el acido dehidroascorbico puede cruzar facilmente la barrera
hematoencefélica por medio del transportador GLUT1. La forma reducida del acido ascdrbico es
transportada por un mecanismo activo que requiere 2 transportadores de vitamina C dependientes de
Na" (SVCT1 y SVCT2). La forma reducida del 4cido ascérbico es bombeada al SNC por medio del

transportador activo SVCT2 que se encuentra en la membrana basolateral del plexo coroideo, y luego
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es liberado al liquido cefalorraquideo. Del liquido cefalorraquideo, el acido ascorbico difunde a través
del espacio extracelular y es acumulado y concentrado en las neuronas por el mismo transporatdor
SVCT2. Asi, los sistemas de transportadores SVCT2 en el plexo coroideo y en la membrana celular de
las neuronas proveen un sistema homeostatico poderoso que transporta y concentra el acido ascoérbico
en las neuronas (Spector y Johanson, 2006). El reciclaje continuo de la vitamina C ayuda claramente a
proteger a las células nerviosas del dafio oxidativo. Los seres humanos, a diferencia de los roedores y
otros animales, no podemos sintetizar la vitamina C endégenamente (Nishikimi et al., 1994), por lo
que es indispensable consumirla en los alimentos o como suplemento.

Las propiedades bioquimicas del ascorbato estan vinculadas a papeles protectores criticos en estados
normales y patologicos (Kok, 1997). La neuroproteccion proporcionada por el acido ascorbico ha sido
demostrada en muchos estudios tanto in vitro como in vivo: el acido ascorbico protege las células
nerviosas contra dafios resultantes por toxicidad por aminoacidos excitadores e isquemia (MacGregor
et al., 1996; Majewska et al., 1990; Majewska y Bell, 1990; Kim et al., 2008; Stamford et al., 1999).
También se ha descrito que la vitamina C entra a la mitocondria y le confiere proteccion contra el dafio
oxidativo (Sagun et al., 2005). El papel del acido ascorbico en la proteccion contra estrés oxidativo es
controversial porque también tiene propiedades pro-oxidantes en presencia de metales de transicion
libres in vitro, sin embargo, es incierto si estos mecanismos ocurren in vivo y los datos en animales
muestran un papel antioxidante para la vitamina C (Carr y Frei, 1999). Ademas, los sistemas in vitro
en general son mas limitados que los modelos in vivo por su pobre representacion de las condiciones
redox extracelulares y su falta de secuestro de metales; y bajo condiciones normales in vivo, es muy
poco probable que se dé la actividad pro-oxidante del ascorbato en el SNC porque los metales de
transicion estan practicamente ausentes en forma libre (Kok, 1997).

En nuestros experimentos, observamos solamente una proteccion parcial con las concentraciones de
ascorbato utilizadas, ya que disminuy6 solo un poco la pérdida de las motoneuronas y no previno las
alteraciones motoras por completo. Esto puede deberse a que la disminucion terapéutica de radicales
libres puede ser llevada a cabo por el acido ascorbico solamente a concentraciones fisiologicas muy
altas (de minimo 10 mM) (Jackson et al., 1998), y recordemos que la eficiencia de la canula es de ~10
%, por lo que en nuestros experimentos estan pasando concentraciones de alrededor de 1, 2 y 5 mM.

Ademas es importante tomar en cuenta que el SNC esta protegido de altas dosis orales o parenterales
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de acido ascorbico porque su sistema de transporte se satura a la mitad a concentraciones
aproximadamente iguales a las concentraciones normales en plasma de 0.05 mM. Asi, debido a la
barrera y los sistemas homeostaticos poderosos que existen para el acido ascoérbico en el SNC, aun
dosis masivas de acido ascorbico aministradas intravenosamente no incrementan la concentracion de
acido ascorbico en el tejido nervioso significativamente (Spector, 2009). Por esta razon, puede ser que
en nuestro modelo no se hayan alcanzado las concentraciones intracelulares suficientemente altas para
que el ascorbato pudiera ejercer una mayor actividad antioxidante para proporcionar una mejor
neuroproteccion, ademds el hecho de que a las 3 concentraciones probadas se obtuvieron resultados
muy similares apoya la hipdtesis de que el transportador se estd saturando, lo que no permitiria obtener
concentraciones intracelulares mas altas aun administrando concentraciones extracelulares mayores.
Ademas, a pesar de que la vitamina C se encuentra principalmente en su forma reducida (4cido
ascorbico) tanto en la sangre como en el cerebro, la forma quimica de la vitamina C que cruza la
barrera hematoencefalica es la forma oxidada de la vitamina C (acido dehidroascérbico), que después
de entrar al tejido nervioso por medio del transportador de glucosa GLUT1, es reducido y acumulado
en la forma de acido ascorbico (Agus et al., 1997; Vera et al., 1993; Vera et al., 1995). Concordando
con esto, en un estudio realizado in vivo de isquemia cerebral focal provocada transitoria o
permanentemente, se observo una gran neuroproteccion dosis-dependiente en los ratones a los que se
le administré intravenosamente acido dehidroascoérbico en tiempos clinicamente relevantes, mientras
que ésto no se observo en los ratones tratados con acido ascorbico exdgeno o con vehiculo. Este hecho
se atribuy6 a que el acido dehidroascorbico es un precursor de antioxidante que puede cruzar la barrera
hematoencefalica y puede ser convertido intracelularmente de forma natural a acido ascorbico,
permitiendo que se alcancen concentraciones de ascorbato fisiolégicamente altas en el cerebro que no
se alcanzan con la administracion exogena de acido ascorbico (Huang et al., 2001). Por otro lado, los
ratones transgénicos SODI1-G93A tratados con ascorbato antes del inicio de los sintomas
sobrevivieron por mas tiempo (Nagano et al., 2003), pero la mejora observada no fue tan pronunciada
como con otros tratamientos probados en estos ratones, ademas de que no se retardo el tiempo del
inicio de los sintomas y la funcién motora se preservo por mas tiempo solo en los ratones tratados con
ascorbato + trientina, un quelante de cobre. Debido a que éstos también son experimentos in vivo, la

poca proteccion puede deberse a que el &cido ascorbico administrado exdgenamente (se administrd en
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la dieta formulado a una concentracion de 0.8% peso/peso, los animales recibieron comida y agua ad

libitum) tal vez no alcanzo6 concentraciones intracelulares suficientemente altas.

- Participacion de las deficiencias energética y de la funcion mitocondrial en la muerte
excitotoxica de las motoneuronas espinales

Previamente en nuestro laboratorio se comprobé la importancia de la participacion del Ca®"
intracelular incrementado en este modelo agudo de muerte de motoneuronas in vivo, ya que la co-
administracion de AMPA con NAS, un antagonista especifico de los receptores tipo AMPA
permeables a Ca®* que carecen de la subunidad GluR2, y de BAPTA-AM, un éster que al entrar a las
células es hidrolizado por estearasas intracelulares siendo capaz de quelar Ca®" intracelular, resultd en
una neuroproteccion significativa y evitd la paralisis de la pata ipsilateral de las ratas (Corona y Tapia,
2007). Los mecanismos para regular la concentracién de Ca®" intracelular, ya sea extruyendo de la
célula o secuestrando en pozas intracelulares el exceso de este cation, son muy costosos
energéticamente porque dependen del transporte activo de la Ca**-ATPasa y del intercambiador
Na®/Ca®" que activa a la Na'/K" ATPasa para sacar el exceso de Na" que entra a la célula al
transportar el Ca®" hacia el exterior por medio del intercambiador. Las mitocondrias también pueden
secuestrar Ca”" cuando la concentracion de Ca" citosolico sobrepasa la capacidad de los mecanismos
de transporte activo. El impulso para el transporte de Ca®" a la matriz mitocondrial esta dado por la
utilizacion del gradiente de protones a través de la membrana. Por lo tanto, se puede predecir que la
activacion de los receptores a glutamato conduce a un aumento en la hidrélisis de ATP por la actividad
incrementada de las ATPasas de Ca®" y Na'/K" de la membrana plasmatica para expulsar el exceso de
Ca’" y Na', y también a un aumento en la respiracion mitocondrial para mantener el gradiente de
protones que también esta siendo utilizado para conducir la absorcion de Ca*" a la matriz mitocondrial.
De hecho, se ha observado un incremento inicial y transitorio con respecto a la respiracion basal
inmediatamente después de la exposicion a glutamato de neuronas granulares cereberales (Jekabsons y
Nicholls, 2004). Cuando el Ca*" es excesivo y por lo tanto la mitocondria secuestra mucho de este ion,
¢sto puede provocar despolarizacion mitocondrial debilitando la capacidad de las neuronas para

sintetizar ATP. Dado que Ap depende principalmente de Ay, el colapso de Ay, provocara el colapso

de Ap. El colapso en el Ap tiene como consecuencia no solo el cese de la sintesis de ATP mitocondrial,
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sino también la hidroélisis rapida del ATP citoplasmico porque la funcion de la ATP sintasa se invierte
en un intento para restaurar Ap y ésto puede tener como consecuencia un agotamiento del ATP celular
(Nicholls y Budd, 2000). La concentracion de Ca®" intramitocondrial excesiva también provoca
hinchamiento y la liberacién del Ca®>" de la matriz mitocondrial.

El aumento del gasto energético como consecuencia del aumento del Ca®" citosolico por
excitotoxicidad ha sido comprobado in vitro, ya que la sobreexpresion de calbindina D28k, una
proteina que une calcio y disminuye su aumento intracelular, protegio a las neuronas de la disminucion
en los niveles de ATP, en el potencial de membrana y en la tasa metabdlica provocados al ser tratadas
con glutamato. La sobreexpresion de esta proteina también aumenté la sobrevivencia neuronal (Monje
et al., 2001; Meier et al., 1998). Ademas, se ha reportado una marcada disminucion en los niveles de
ATP como consecuencia de la excitotoxicidad in vitro (Ankarcrona et al., 1995; Maus et al., 1999;
Monje et al., 2001; Atlante et al., 1996), asi como colapso del potencial de membrana mitocondrial
(Ankarcrona et al., 1995; Schinder et al., 1996; White y Reynolds, 1996; Monje et al., 2001) y un
decaimiento gradual de la tasa metabolica (Raley-Susman et al., 1992; Monje et al., 2001).

Por todo lo anterior, podemos inferir que el aumento en el Ca*" intracelular que ocurre en las
motoneuronas por la perfusion del AMPA, es energéticamente muy costoso y este insulto excitotoxico
puede disminuir la produccion de ATP y agotar las reservas de ATP en el intento de regular la
concentracién de Ca>" intracelular. El hecho de que el piruvato, el lactato, el a-cetobutirato, y el B-
hidroxibutirato protejan claramente de la pérdida de motoneuronas y paralisis inducidas por el AMPA,
fortalece la idea de que el Ca®" interfiere con el metabolismo energético mitocondrial. Debido a que
durante la sobreactivacion de la transmision glutamatérgica, la deficiencia de ATP puede ser critica
para la recuperacion de las neuronas, esta proteccion muy probablemente se deba al aumento en la
produccion de ATP. La sintesis de ATP es controlada por el Ay, quien a su vez es controlado por la
disponibilidad de sustrato, entre otros factores. Por lo tanto, la administracién de una mayor cantidad
de sustratos energéticos podria satisfacer la alta demanda de ATP que tendran las motoneuronas en
estas condiciones.

Sin embargo, permanece la pregunta de como es que las mitocondrias son capaces de sintetizar ATP

aun cuando ellas mismas pueden ser blanco del insulto excitotoxico. El hecho de que estos sustratos

75



sean perfundidos antes, durante y después (160 minutos) de la perfusion del AMPA (25 minutos) no es
un hecho trivial, ya que este aumento en la disponibilidad de sustrato desde antes de que la integridad
y funcion de las mitocondrias sea dafiada, puede servir para que haya una mayor produccion de ATP
por medio de su oxidacidon en la mitocondria, y por lo tanto para que la célula cuente con una mayor
reserva energética cuando es sobreexcitada por el AMPA. Otra posible explicacion es que aun después
de la administracion del AMPA, no todas las mitocondrias son dafiadas inmediatamente por la
acumulacién excesiva de Ca*" o por estrés oxidativo, sino que algunas pueden permanecer sanas y
funcionales dentro de la misma neurona debido tal vez a su localizacion subcelular mas lejana a los
receptores o a los canales de Ca*". De esta manera, estas mitocondrias funcionales estarian sintetizando
una mayor cantidad de ATP estimuladas por la alta demanda y la mayor cantidad de sustratos
oxidables.

Finalmente, dado que la absorcion de Ca®" por la mitocondria es impulsada por Ay, competira en
paralelo con la ATP sintasa mitocondrial por los protones del circuito de protones (Nicholls y Budd,
2000). El transporte de Ca*" podria dominar esta competencia (Rossi y Lehninger, 1964) debido a que
la sintesis de ATP requiere un umbral termodindmico para Aw,,, mientras que la acumulacion de Ca**
puede proceder a un Ay, mucho menor y las excesivas concentraciones de Ca’" disminuyen
dramaticamente Ay, Ante esta situacion, se podria predecir que en las neuronas expuestas solo al
AMPA, la sintesis mitocondrial de ATP iria disminuyendo a medida que el Ca’" se transportara del
citoplasma a la matriz mitocondrial. Las alteraciones en la sintesis de ATP afectan a su vez la
actividad de las bombas de iones responsables de la remocion del Ca®" del citoplasma, ésto junto con
la posterior salida del Ca®>" de la matriz mitocondrial daria lugar a la DCD que finalmente lleva a la
muerte neuronal. Sin embargo, como Ay, también es controlada por la disponibilidad de sustrato, el
exceso de sustratos mitocondriales que esta siendo administrado exégenamente puede ayudar a que la
fosforilacion oxidativa aumente manteniendo el gradiente electroquimico de protones, evitando la
caida en Ay, y ayudando a que la sintesis de ATP continue.

La pregunta clave es si las mitocondrias mantienen su competencia bioenergética completa,
particularmente su habilidad para generar ATP en el periodo latente antes de que se dé la DCD, o si la

mitocondria estd parcial o completamente despolarizada después de los primeros minutos de la
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exposicion a glutamato o AMPA. Si bien hay polémica al tratar de responder esta pregunta, hay
evidencias que sugieren que las mitocondrias de las células granulares de cerebelo expuestas a
concentraciones excitotoxicas de glutamato, continian siendo bioenergéticamente competentes durante
la fase antes de que se dé la DCD, y siguen siendo capaces de generar ATP por medio de la
fosforilacion oxidativa hasta que la DCD esta en marcha (Nicholls et al., 1999a; Ward et al., 2000;
Jekabsons y Nicholls, 2004). El hecho de que la fosforilacion oxidativa mitocondrial continta
funcionando est4 apoyado por la habilidad del piruvato, que es un sustrato mitocondrial no glicolitico,
para mantener a las células granulares cerebelares privadas de glucosa en la presencia de glutamato,
mientras que en las células expuestas a glutamato en ausencia de glucosa o un sustrato oxidable se da
una inmediata alteracion de la regulacion de Ca** citoplasmico (Castilho et al., 1998). Existen datos
que indican que la DCD inducida por glutamato se asocia con una pérdida de la respiracion en lugar de
un desacoplamiento pronunciado (Jekabsons y Nicholls, 2004). Como la respiracion mitocondrial
puede ser severamente limitada por la falta de sustrato, ésto podria resultar en la alteracion de la
regulacion de Ca®", y la administracion de suficiente sustrato podria evitarla.

Por lo tanto, la completa despolarizacion y pérdida de Ap mitocondrial incapacitando a la mitocondria
para producir ATP ¢ incluso ocasionando la degradacion de ATP por la ATP sintasa, probablemente es
la etapa final en la cadena de eventos que comprenden la DCD y el resultado de un incremento
descontrolado en la concentraciéon de Ca®* citosélico después de la falla de la Ca**-ATPasa y no un
evento temprano inicial (Nicholls y Budd, 2000). Es importante notar que la muerte celular ocurre
solamente cuando la acumulacion de Ca®" supera un umbral de cantidad considerable (Eimerl y
Schramm, 1994). El aumento en la produccion de ATP desde el inicio podria prevenir estos eventos
finales fatales, ya que serviria para satisfacer la alta demanda energética de las neuronas y para que se
expulsara de la célula el exceso de este cation manteniendo su homeostasis y evitando asi que se llegue
a este umbral que provoca la DCD, el dafio subsecuente e irreversible a las mitocondrias y el
desencademiento de los procesos intracelulares activados por Ca®* que llevan a la muerte celular.
Muchos estudios han demostrado defectos mitocondriales o en el metabolismo energético en
enfermedades neurodegenerativas como la ALS y las enfermedades de Huntington, Alzheimer y
Parkinson (Beal, 1992; Beal et al., 1993). Defectos en el metabolismo energético mitocondrial hacen

mas susceptibles a las neuronas a niveles normales de glutamato (Beal et al., 1993) e, inversamente, la
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excitotoxicidad glutamatérgica causa, por medio de la sobrecarga de Ca®’, dafio mitocondrial y
modificacion del estado bioenergético de la mitocondria. Entonces, sin importar cual de estos dos

eventos se lleve a cabo primero, ésto puede crear un circulo vicioso con un final fatal.

- Participacion del estrés oxidativo en la muerte excitotoxica de las motoneuronas espinales

Es importante considerar el papel que el estrés oxidativo puede estar jugando en la degeneracion de las
motoneuronas. El estrés oxidativo puede dafiar todos los componentes de la célula generando asi una
seriec de eventos destructivos. Los componentes mitocondriales también pueden ser afectados
directamente por el estrés oxidativo provocando disfuncién mitocondrial. Ademas, el dafio oxidativo a
las mitocondrias y a las proteinas que participan en la extrusion del Ca*" de la neurona puede dar lugar
a la DCD. De hecho, el estrés oxidativo altera la regulacion citoplasmica de Ca*" e induce muerte
neuronal (Beal, 1996; Coyle y Puttfarcken, 1993), y se han probado algunos antioxidantes como la
porfirina de manganeso (III) tetrakis (acido 4-benzdico), la vitamina E, el propil galato, y la a-fenil-N-
ter-butil- nitrona (PBN), que previenen o retardan la alteracién de la regulacién citoplasmica de Ca*"
en neuronas expuestas a glutamato (Castilho y Nicholls, 1999; Coyle y Puttfarcken, 1993).

Una hipétesis de como se da la sucesion de eventos relacionados con el estrés oxidativo y el dafio
mitocondrial durante la excitotoxicidad postula que hay 2 fases de formacion de ROS después de la
sobreexposicion al glutamato: una fase temprana de produccién de ROS debida a la activacion de
enzimas como la XOD y tal vez a otros procesos, y una fase tardia de producciéon de ROS
principalmente por la mitocondria. En la fase temprana la mitocondria todavia es capaz de producir
ATP. En cambio, en la fase tardia de excitotoxicidad, las mitocondrias ya estarian dafiadas,
observandose un decremento en la respiracion y sintesis de ATP, asi como produccion elevada de ROS
por la mitocondria simultaneamente. Esto ocurre como un proceso de autopropagacion, se va agotando
la energia celular almacenada, conduciendo al dafio de ciertos mecanismos homeostaticos y
protectores. En esta fase se da la alteracion de la regulacion del Ca®* citosolico seguida de la MPT.
Finalmente, la creciente produccion de ROS agotaria las defensas celulares antioxidantes, dando lugar
a un aumento generalizado de estrés oxidativo y de dafio mediado por radicales libres en toda la célula,
siendo parte de la cascada de eventos que conducen al dafio neuronal después de la activacion

excitotoxica de receptores a aminoacidos excitadores (Atlante et al., 2001).
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Dado que se ha comprobado la importante participacion del estrés oxidativo en la degeneracion
neuronal durante la excitotoxicidad (Atlante et al., 2001; Bondy et al., 1993; Almeida et al., 2001;
Lafon-Cazal et al., 1993a; Lafon-Cazal et al., 1993b; Reynolds y Hastings, 1995; Matson el al., 1995;
Dugan et al., 1995; Coyle y Puttfarcken, 1993), y que la sobrecarga de Ca*" en las mitocondrias
incrementa la produccion de O, y por lo tanto de ROS (Dykens, 1994; Kowaltowski et al., 1996), no
podemos descartar el hecho de que el piruvato (ya sea administrado directamente o producido
endogenamente del lactato), el a-cetobutirato y el B-hidroxibutirato estén también protegiendo por
medio de las cualidades antioxidantes que se ha comprobado que tienen, ademas de que, como ya se
ha discutido, pueden contribuir a la preservacion de la homeostasis de calcio intracelular limitando asi
la produccion de radicales libres. El hecho de que el ascorbato, que no es un sustrato energético
oxidable y solo posee actividad antioxidante, esté ejerciendo mucho menor proteccion que los otros
sustratos sugiere que el estrés oxidativo no es el mecanismo mas importante en la degeneracion de las
motoneuronas en nuestro modelo, sin embargo podemos concluir que si esta participando en la muerte
dado que hay una proteccion parcial contra la pérdida de las motoneuronas y la disfuncién motora. Sin
embargo, se requiere mas investigacion para dar una conclusion mas acertada acerca del papel del
estrés oxidativo en esta neurodegeneracion debido a que tal vez no se alcanzaron concentraciones
intracelulares de acido ascorbico suficientemente altas para que pudiera ejercer mayor actividad
antioxidante y una mejor neuroproteccion. Para poder concluir con mas certeza acerca de qué tanto
estan participando la disfunciéon mitocondrial y el estrés oxidativo en este modelo, podria realizarse
mayor investigacion midiendo directamente la actividad mitocondrial o los niveles energéticos y
probando el potencial protector de otros antioxidantes o midiendo marcadores moleculares de estrés

oxidativo.

Dada la significativa proteccion ejercida por el piruvato, el lactato, el o-cetobutirato y el [-
hidroxibutirato contra la neurodegeneracion de las motoneuronas inducida por excitotoxicidad, que se
atribuye a que son excelentes sustratos oxidables que pueden aumentar la produccion de energia y a
que tienen propiedades antioxidantes, y gracias a su baja toxicidad, estos sustratos pueden tener valor
terapéutico potencial en enfermedades neurodegenerativas en las que muy probablemente esté

participando la excitotoxicidad, como lo es la ALS.
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Existe un umbral en el nUmero de motoneuronas necesario para prevenir las alteraciones
motoras y la paralisis en las ratas.

En relacion con la proteccion contra las alteraciones motoras subsecuentes a la muerte de las
motoneuronas, y tomando en cuenta todos los compuestos evaluados a diferentes concentraciones en el
modelo de degeneracion aguda de motoneuronas espinales por excitotoxicicidad in vivo, hemos
observado en todos los resultados obtenidos con las condiciones probadas que, al parecer, existe un
umbral en el nimero de motoneuronas necesario para prevenir las alteraciones motoras y la paralisis.
La tabla 1 muestra una recopilacién de todos los resultados obtenidos en nuestro laboratorio con los
diferentes compuestos neuroprotectores evaluados en este modelo, tanto los resultados ya publicados
(Corona y Tapia, 2004; 2007; 2008), como los resultados presentados en esta tesis. Las diversas
condiciones se clasificaron en 3 grupos de acuerdo al nivel de proteccion ejercido:

GRUPO I PROTECCION NOTABLE: La co-perfusion de AMPA con los compuestos clasificados en
este grupo en la médula espinal de la ratas, previno por completo la paralisis y las alteraciones motoras
provocadas por el AMPA solo. Las ratas tratadas con estos compuestos presentaron solamente un
ligero déficit en la prueba del rotarod, y se previno notablemente la pérdida de las motoneuronas de tal
manera que en todos los casos se preservo mas del 50 % de motoneuronas sanas (desde un 53 hasta un
69 %).

GRUPO II PROTECCION PARCIAL: Las ratas a las cuales se les co-perfundi6 AMPA con los
compuestos clasificados en este grupo en la médula espinal presentaron alteraciones motoras en la
extremidad posterior ipsilateral (como por ejemplo dificultad para enderezar la pata completamente)
sin llegar a ser una paralisis total como la que se presenta en las ratas tratadas s6lo con AMPA. Esto se
ve claramente reflejado en el desempefio de estas ratas en la prueba del rotarod. En cuanto al ntimero
de motoneuronas sanas preservadas en el asta ventral de la médula espinal de estas ratas, podemos
observar que se preserva un porcentaje significativo de éstas (desde un 33 hasta un 48 %), porcentaje
que sin embargo no logra prevenir las alteraciones motoras por completo.

GRUPO III SIN PROTECCION: En este grupo se encuentran las ratas tratadas tnicamente con AMPA
6 mM, las cudles, como ya se ha descrito anteriormente, presentan una paralisis total y permanente de
la extremidad posterior ipsilateral, lo cual se puede observar claramente en los resultados obtenidos en

la prueba del rotarod ya que estas ratas se cayeron a los pocos segundos. En este caso la pérdida de las
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motoneuronas es muy marcada, ya que solo se preserva aproximadamente el 11 % de neuronas
motoras sanas con lo cual la paralisis ya es inevitable.

Con estos resultados hemos podido observar que existe una clara correlacion entre el nimero de
motoneuronas vivas y el desempeiio motor de los animales (Tabla 1, figuras 21, 22 y 23). Es digno de
notarse que, por ejemplo en las ratas tratadas con las diferentes concentraciones de lactato, la pequefia
diferencia en la pérdida de aproximadamente un 52 % de las motoneuronas en las ratas tratadas con
lactato 50 mM contra la pérdida de aproximadamente un 40 % de las motoneuronas en las ratas
tratadas con lactato 100 mM, resulta en una marcada diferencia en el desempefio de la funcién motora.
Asi, con estos resultados y todos los demas resultados analizados con las diferentes condiciones,
podemos concluir que existe un umbral en el porcentaje de motoneuronas vivas necesario para
prevenir por completo las alteraciones en la funcién motora del animal, ya que en todos los casos
mientras se protegieron mas del 50 % de las motoneuronas se evitaron por completo las alteraciones
motoras y la paralisis, mientras que cuando la preservacion de las motoneuronas estd por debajo de
este umbral el desempefio motor se ve afectado, y cuando la pérdida de motoneuronas es muy severa
se manifiesta con la paralisis total de la extremidad inervada por esa region de la médula espinal.

Estos datos estan basados solamente en los resultados de los experimentos de esta tesis y de otros
datos de nuestro laboratorio, sobre la cuantificaciéon de motoneuronas en 5 cortes (por cada rata) de la
médula espinal lumbar donde se realizé la perfusion con AMPA para el nimero de ratas indicado en la
Tabla 1 y en las figuras 21, 22 y 23. Aunque esto es evidentemente una limitacion, nos parece
justificado concluir que existe un numero minimo umbral de motoneuronas que es capaz de preservar

la funcion motora del tren posterior de la rata.
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Tabla 1. Clasificacion por grupos segun los efectos protectores de los diferentes compuestos probados
en el modelo de degeneracion aguda de motoneuronas espinales por excitotoxicicidad producido por
AMPA in vivo. Los diferentes compuestos utilizados se ordenaron en 3 grupos de acuerdo con el
grado de proteccion ejercida por cada uno contra el déficit de la actividad motora y la muerte de las
motoneuronas provocados por la perfusion de AMPA por microdialisis en la médula espinal de ratas.
Los compuestos solos no tuvieron ningtn efecto.

Clasificacion de

Condicion*

Proteccién

grupos de Motoneuronas sanas Tiempo en el rotarod (seg)
as:";;?:%izr:a Contralateral Ipsilateral 6 horas 24 horas
g - después del después del
obse(\'/ada en la Nurile % Nur?e % exp(frimento exptlaorimento
funcién motora ro ro
CONTROL (Krebs-Ringer) | 20.6 | 100 | 205 | 100 120% 120%
(n=8) +0.54 +0.53
AMPA 6 mM + NBQX 500 | 20.5 99 10.8 53 N.D. N.D.
uM (n=9) ' +0.90 +0.89
AMPA 6 mM + NAS 9 mM 19.7 96 11.2 54 99.5 £4.9 100.7 £5.2
(n=10) * +0.14 +0.30
AMPA 6 mM + BAPTA- 21.9 106 14.2 69 107.2 £1.3 109.7 £19
AM 10 mM (n=14) * +0.26 +£0.55
GRUPO I:  ™AMPA 6 mM + Leupeptina | 19.6 | 95 | 141 | 68 | 1000 £3.55 | 1055 341
PROTECCION 21 mM (n=6) * +02 +023
NOTABLE : = —
AMPA 6 mM + Piruvato 20 | 20.3 98 10.9 53 106.7 £2.6 1069 £3.8
mM (n=14) * +£0.27 +0.55
AMPA 6 mM + Lactato 100 | 21.1 102 12.3 60 108.1 +6.25 112.7 £3.97
mM (n=9) +0.63 +0.45
AMPA 6 mM + a- 21.5 104 12.4 61 106.5 +8.24 106.6 +6.65
cetobutirato 20 mM (n=9) | +0.53 +0.28
AMPA 6 mM + - 19.6 95 11.8 58 97.3 £7.67 102.3 +7.21
hidroxibutirato 50 mM (n= | + 0.67 +0.94
9)
AMPA 6 mM + Lactato 50 21.1 102 9.9 48 44 +9.05 58.4 £9.05
mM (n=9) +0.41 +0.33
AMPA 6 mM + 3- 20.3 98 9.2 45 519 £6.52 57.6 £4.32
GRUPO II: hidroxibutirato 20 mM | +1.20 +0.73
PROTECCION (n=9)
PARCIAL AMPA 6 mM + Ascorbato | 19.4 94 6.7 33 39.1 +9.73 | 51.9 £10.65
10 mM (n=8) +0.69 +0.28
AMPA 6 mM + Ascorbato 20 97 8.4 41 42.8 +8.76 52.9 £8.02
20 mM (n=8) +0.83 +0.84
AMPA 6 mM + Ascorbato 20.4 99 8.7 42 554 £6.69 60.4 +£4.61
50 mM (n=9) +0.87 +0.77
GRUPO III: AMPA 6 mM (n=8) 19.3 94 2.3 11 5.3 +£1.39 8.5 £1.68
SIN PROTEC- +1.93 +0.41
CION

*Las concentraciones se refieren al medio de perfusion por microdialisis. La eficiencia de la
membrana de dialisis es ~10 %.
#Se contaron ~5 cortes de la médula espinal por rata. Valores promedio + SEM.
YPorcentaje aproximado de motoneuronas sanas con respecto al control (ratas intactas sin operar u
operadas a las cuales s6lo se les prefundioé solucion Krebs-Ringer).
4 imite méaximo establecido.

N.D. = No determinado.

'Tomado de Corona y Tapia, 2004.
*Tomado de Corona y Tapia, 2007.
*Tomado de Corona y Tapia, 2008.
Todos los demas datos son de la presente tesis.
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e=ne= CONTROL (8) AMPA 6 mM + B-Hidroxybutirato 50 mM (9)

=o0=AMPA 6 mM + NAS 9 mM (4) e=¢== AMPA 6 MM + Lactato 50 mM (8)
AMPA 6 mM + BAPTA-AM 10 mM (4) e AMPA 6 MM + B-Hidroxibutirato 20 mM (9)
AMPA 6 mM + Leupeptina 21 mM (6) esem AMPA 6 MM + Ascorbato 10 mM (8)

e=oe AMPA 6 MM + Piruvato 20 mM (4) AMPA 6 mM + Ascorbato 20 mM (8)

=A== AMPA 6 MM + Lactato 100 mM (8) ==ve= AMPA 6 MM + Ascorbato 50 mM (9)

as)em AMPA 6 MM + a-cetobutirato 20 mM (9) e=oem AMPA 6 MM (8)
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Figura 21. Prueba del rotarod para todas las condiciones probadas hasta el momento en el modelo de
degeneracion aguda de motoneuronas espinales por excitotoxicidad in vivo. Se han agrupado las
diferentes condiciones de acuerdo al grado de proteccion observada en la funcion motora en esta prueba.
El grupo I (fondo amarillo) incluye las ratas control y las ratas tratadas con los compuestos que ejercieron
una proteccion notable; el grupo II (fondo rosa) incluye a las ratas tratadas con los compuestos que
ejercieron una proteccion parcial; y el grupo III (fondo morado) de ratas no protegidas incluye a las ratas
tratadas s6lo con AMPA y que por lo tanto presentaron una paralisis en la pata trasera ipsilateral. Para
datos cuantitativos mas precisos y referencias obsérvese la Tabla 1.
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Figura 22. Nimero de motoneuronas sanas en las astas ventrales ipsilateral y contralateral de las ratas
tratadas con AMPA (Gltimo par de barras) y con AMPA + los diferentes compuestos probados en el
modelo de degeneracion aguda de motoneuronas espinales por excitotoxicicidad in vivo como se
indica. La linea negra horizontal que divide la grafica indica el 50 % del nimero de motoneuronas con
respecto a las ratas control y la parte sombreada de la grafica indica el nimero de motoneuronas que
estan por debajo del 50 %. Las diferentes condiciones se ordenaron de acuerdo con la clasificacion de
los 3 grupos descritos en el texto, en la Tabla 1 y en la figura 21; para cada grupo se utilizan los
mismos colores de fondo. Obsérvese la correlacion que existe entre el nimero y porcentaje de
motoneuronas sanas y el grado de proteccion de la funcion motora (véase Tabla 1 y figuras 21 y 23).
Todas las ratas tratadas con los compuestos clasificados en el grupo I por haber protegido
notablemente la funcién motora preservaron mas del 50 % de motoneuronas sanas, mientras que los
tratamientos que no alcanzaron a superar el umbral de mas de este 50 % pero que si protegieron un
porcentaje considerable de motoneuronas preservaron parcialmente la funcion motora (grupo II), y las
ratas tratadas s6lo con AMPA (grupo III), que presentan paralisis de la pata ipsilateral, tienen una
severa pérdida de motoneuronas (aproximadamente del 89 %). Datos de Corona y Tapia, 2004; 2007;
2008 y de la presente tesis.
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AMPA 6 mM + Piruvato 20 mM (n=14)
AMPA 6 mM + Lactato 100 mM (n=9)

AMPA 6 mM + a-cetobutirato 20 mM (n=9)
AMPA 6 mM + g-hidroxibutirato 50 mM (n= 9)
AMPA 6 mM + Lactato 50 mM (n=9)
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AMPA 6 mM + Ascorbato 20 mM (n=8)
AMPA 6 mM + Ascorbato 50 mM (n=9)
AMPA 6 mM (n=8)

Figura 23. Correlacion entre el ntimero de motoneuronas sanas en las astas ventrales del lado
ipsilateral y el tiempo en el que permanecen caminando en el rotarod las ratas tratadas con AMPA y
con AMPA + los diferentes compuestos probados en el modelo de degeneracion aguda de
motoneuronas espinales por excitotoxicicidad in vivo, evaluado a las 24 horas. Se pueden observar
claramente la separacion de los 3 grupos descritos en el texto, en la Tabla 1 y en las figuras 21 y 22,
los mismos colores que se utilizaron de fondo en éstas se usaron para las figuras que representan cada
grupo en esta grafica. Datos de Corona y Tapia, 2004; 2007; 2008 y de la presente tesis.
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IX. CONCLUSIONES:

» Los mecanismos que intervienen en la degeneracion de las motoneuronas espinales in vivo son
multifactoriales, dado que ninguna de las estrategias que se han probado en este modelo para evitar
la pérdida de las motoneuronas ha protegido por completo. Sin embargo, podemos concluir que el
déficit energético mitocondrial y el estrés oxidativo juegan un papel crucial, ya que la
administracion de sustratos oxidables que muy probablemente estdn aumentando los niveles
energéticos y posiblemente los efectos antioxidantes de los sustratos probados ejercen

neuroproteccion significativa.

» La proteccién obtenida con la suplementacion con sustratos energéticos sugiere que el déficit
energético puede estar jugando un papel méas relevante que el estrés oxidativo en la
neurodegeneracion de motoneuronas espinales in vivo dados los resultados obtenidos con el
antioxidante probado en nuestro modelo. Sin embargo, se requiere mas investigacion para dar una

conclusién mas acertada.

» Aungue no se tiene la certeza de que la causa principal de la degeneracion selectiva de las
motoneuronas en la ALS es la excitotoxicidad, es una de las hipétesis mas convincentes, dada la
especial vulnerabilidad de las motoneuronas al AMPA y el hecho de que los receptores de este tipo
se encuentran abundantemente en la médula espinal. Por esta razon, los datos obtenidos en este
trabajo pueden contribuir al entendimiento de los mecanismos que estan participando en la muerte
neuronal en esta enfermedad que también parece ser multifactorial, y los sustratos probados podrian

ser agentes terapeuticos potenciales. Ademas, aun cuando la excitotoxicidad no fuera la causa
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primaria de la degeneracion de las motoneuronas, existe mucha evidencia que indica que la
disfuncion mitocondrial esta involucrada en la patogénesis de la ALS, ya que se ha demostrado que
existen alteraciones estructurales y funcionales en las mitocondrias de los pacientes con ALS.
Asimismo, también hay bastante evidencia de la participacion del estrés oxidativo en esta

enfermedad.

Al parecer existe un umbral en el nimero de motoneuronas necesario para prevenir las alteraciones
motoras y la paralisis, ya que el analisis de los resultados obtenidos en este y trabajos previos con
todas las condiciones probadas en este modelo, muestra que existe una clara correlacién entre la
sobrevivencia de motoneuronas y la funcién motora. Asi, mientras se preserve mas del 50 % de las
motoneuronas, se evitan tanto las alteraciones en el desempefio motor como la paralisis, mientras
gue cuando no se supera este umbral de proteccién ocurre un déficit parcial en el desempefio motor,

y cuando hay una pérdida severa de motoneuronas se produce inevitablemente la parélisis.
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