
0 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO 

PROGRAMA  DE DOCTORADO  EN  CIENCIAS  BIOMÉDICAS 

Caracterización del proceso 
degenerativo de las motoneuronas 
espinales por excitotoxicidad in 
vivo. 

T        E    S              I  S 
Que           para            optar por        el           grado          de 

D O C T O R            E N            C I E N C I A S 
P           R           E          S          E           N           T           A: 

M. en C. URI NIMROD RAMÍREZ JARQUÍN 

Director de Tesis: Dr. Ricardo Tapia Ibargüengoytia
 
                                     Instituto de Fisiología Celular

Ciudad Universitaria, Ciudad de México.   Diciembre, 2016 
 

Margarita
Texto escrito a máquina
INSTITUTO DE FISIOLOGÍA CELULAR



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



1 
 

El presente trabajo s e realizó bajo la dirección del Dr. Ricar do Tapia en el  

departamento de Neuropatología Molec ular de la divi sión d e Ne urociencias del 

Instituto de Fisiología Celular de la Universidad Nacional Autónoma de México con 

apoyo del Consejo Nacional de  Ciencia y  Tecno logía (CONACyT, proyectos 

128229 y 240817) y de la Dirección General de Asuntos del Personal Académico de 

la UNAM (IN201013 y IN204516). 

 

Durante mis estudios de doctorado recibí la beca nacional del CONACyT (220305) 

y realicé una estanc ia doctoral de f ebrero a m arzo del 2015 en  la Universidad  

Andrés Bell o, en la c iudad de Santi ago, C hile, con el apo yo del P rograma de 

Doctorado en Ciencias Biomédicas de la UNAM. 

 

Agradezco al c omité tutor int egrado por  el  Dr. Ricardo Tapia, la Dra.  Elvira 

Galarraga y la Dra . Clorinda Arias p or la  valiosa g uía, asesoría y aportes al 

proyecto. 

 

También agradezco al co mité de exa men conformado por el Dr. Ri cardo Tapia, el  

Dr. Edmundo Chávez, el Dr. Julio Morán, el Dr. Iván Velasco y el Dr. Jean Charli. 

 

Finalmente agradezco el apo yo de las  unidad es de Imagenología, H istología y del 

Bioterio del Instituto de Fisiología Celular. 

 

 

 

 

 

 

 
 



2 
 

Agradecimientos personales 

Agradezco al Dr. Ricardo Tapia por haberme brindado la gran oportunidad de integrarme a 

su gran grupo de  t rabajo y po r l a t utoría que  m e ha  br indado dur ante e ste t iempo, l a 

dirección de esta tesis y de los proyectos realizados cuyos resultados se muestra una parte 

aquí. Particularmente agradezco la paciencia y orientación que me ha brindado, así como su 

apoyo y ejemplos de integridad profesional, que sin duda alguna han pasado a ser la parte 

esencial dentro de mi preparación doctoral.  

Agradezco también a mi comité tutor que integrado por la Dra. Elvira Galarraga y la 

Dra. Clorinda Arias. A la Dra. Elvira Galarraga por haberme brindado excelentes consejos 

en momentos complicados, y por ser un gran ejemplo y excelente guía desde el inicio de mi 

maestría. A  la  Dra. Clorinda A rias, c uyo apoyo y or ientación h an s ido s iempre 

incondicionales y de gran ayuda en mi formación.  

Agradezco a  m i f amilia por  s u a poyo, p alabras de  a liento y c ariño mi pa dre: 

Francisco Ramírez y mi madre Camelia Jarquín por su gran amor y ejemplo de dedicación 

y compromiso; a  m i h ermano J osué O rlando R amírez Jarquín por  s u e jemplo c omo 

hermano m ayor y s in d uda la gran en señanza de l a p erseverancia; a mi h ermana A rely 

Esmeralda R amírez J arquín, qui en a  p esar de  s er m enor m e ha  de mostrado que  l a 

confianza, constancia y deseo son grandes cualidades que debemos tener.  

Y por su puesto a Diana Elizabeth Colín Martínez quien desde su llegada a mi vida 

ha sido el motivo y fuerza que me impulsa a superarme como humano, la alegría en mí día 

a día, y la mejor compañera de vida (jamás idealizada) con quien formar nuestra familia, te 

amo cariño, gracias por ayudarme a alcanzar esta meta. 

También a gradezco l a gran am istad, apoyo y c ariño de: Antonina J arquín, Lucia 

Gutiérrez, Carmelita R amírez, F lorinda R amírez, V alentina R amírez, E loy R amírez, 

Gerardo A naya, Noé Muñoz, M iguel M artínez, J avier M artínez, Evelyn C abrera, Lesly 

Aceves, Hugo Colín, Etienne Rajchenberg, Jassiel, Elisa Rebeca, Tzitzitlini, Jesús Pérez, y 

toda mi gran familia (primos, primas, tíos, tías). 

Finalmente agradezco a mi alma mater, la UNAM, quien desde hace más 15 a ños 

me a brió s us pue rtas, b rindándome l a opor tunidad de superarme, permitiéndome ser u n 

mejor humano tanto para mis seres queridos como para la sociedad. 

Gracias a todas y todos, los amo desde lo mas profundo de mi ser. 



3 
 

Índice 

I.- Resumen ………………………………………………………………….......4 

     Abstract ………………………………………………………………............5 

II.- Lista de abreviaturas ………………………………………………………. ..6 

III.- Organización de la tesis…………………………………………………… ..7 

IV.- Introducción ………………………………………………………...............9 
La médula espinal 

Anatomía y función …………………………………………. ……….9 
Circuitería de la médula espinal …………………………................ .11 
Esclerosis Lateral Amiotrófica  ……………………………………. .17 

V.- Antecedentes……………………………………………………...................18 
Excitotoxicidad y mecanismos de degeneración de las motoneuronas por 
sobreactivación de receptores AMPA ……...................................................18 

Capítulo del libro: “Role of mitochondrial dysfunction in motor  
neuron degeneration in ALS”…………………………......21-49 

Alteraciones de los circuitos inhibitorios en la ELA ……………………….51 
Artículo de revisión: “Spinal inhibitory circuits and their role in    

motor neuron degeneration”………………………………53-59 

VI.- Planteamiento del problema ………………………………………………..60 

VII.- Hipótesis …………………………………………………………………..61 

VIII.- Objetivo ..………………………………………………………………....61 

IX.- Métodos ……………………………………………………………….........62 

X.- Resultados ……………………………………………………………..........65 
Sección I. Caracterización del proceso degenerativo de las MNs inducido  
por excitotoxicidad in vivo………………………………………………….65 

Artículo original: “Neuropathological characterization of spinal motor 
neuron degeneration processes induced by acute and chronic 
excitotoxic stimulus in vivo”……………………………………...67-79 

Sección II: Papel del bloqueo farmacológico de los circuitos inhibitorios  
en la degeneración de las MNs espinales lumbares…………………………80 

Artículo original (en revisión): “Chronic GABAergic blockade in the 
spinal cord in vivo induces motor alterations and  
neurodegeneration” ………………………………………………... 82-102 

XI.- Discusión ………………………………………………………………….103 

XII.- Conclusiones …………………………………………………………......112 

XIII.- Referencias ……………………………………………………………...113 



4 
 

I. Resumen 

La esclerosis late ral amiotrófica (ALS) es una enf ermedad ne urodegenerativa 

caracterizada por la muerte selectiva y progresiva de las motoneuronas (MNs) de la 

corteza motora, el tallo y la médula espinal, causando un déficit motor progresivo de 

las regio nes af ectadas. Existen dos  tipo s d e ALS , la f amiliar y la es porádica. 

Algunas de las m utaciones encontradas en pacientes c on ALS f amiliar ha n sido 

usadas para el diseño de modelos transgénicos in vivo, tal es el caso de la superóxido 

dismutasa-1 y el TD P-43. Diversos mecanismos han sido involucrados con la 

fisiopatología de la ALS, entre ellos, se ha propuesto que degeneración de l as MNs 

puede ser c ausada p or estrés oxid ativo, alteraciones mitocondriales y f alla 

energética, deficiencias del transporte axonal, incremento de la actividad neuronal o 

excitotoxicidad mediada por glutamato. Sin embargo, el proceso de degeneración de 

las MNs aún no se determina, motivo por el cual la presente tes is se enf ocó en  

caracterizar el proc eso de degeneración d e MNs en dos modelos in vivo. Con base  

en la excitoto xicidad hemos desar rollado d os modelos de degene ración de MN s 

lumbares in vivo. El tratamiento agudo con AMPA 6 mM (50 µL en 25 min; 0.0148 

moles) causa la pérdi da rápida de MNs desde las 3 h después del trata miento, 

mientras que la aplicación crónica con AMPA 7.5 mM (6 µL por día; 0.00213 moles 

por día ) prov oca una  pérdida grad ual de MNs a lo larg o de 5  días; en a mbos 

modelos la pé rdida de  las MNs se as ocia c on un déf icit motriz. En esta tesis s e 

presentan evide ncias q ue indican que el trat amiento agudo con A MPA causa un 

proceso de necr osis e n las MNs , mientras que la aplicació n cró nica de AMP A 

desencadena un proc eso co mplejo el cual  presenta carac terísticas apoptóti cas 

tempranas y culmina con una necros is. Además, el bloqueo farmacológico crónico 

de la inhibici ón G ABAérgica e s suf iciente para dese ncadenar un proces o 

degenerativo de las  MNs lu mbares, ca usando su muerte y un d éficit m otriz. En 

conclusión nuestros  resultados muestran que la def iciencia d e la actividad  

GABAérgica induce un proceso degen erativo de las MNs, dep endiente de la 

actividad de receptores tipo AMPA. También muestran que el proceso degenerativo 
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de MNs i nducido por  la ad ministración cr ónica de A MPA en animales sa nos, 

presenta semejanza con hallazgos histopatológicos en pacientes con ALS y con 

procesos des critos en modelos experimentales de esta enf ermedad, lo cual es de 

importancia puest o qu e apo ya a nue stros procedimientos co mo ad ecuados p ara el  

estudio de los mecanismos involucrados en la degneración de las MNs espinales en 

la ALS.  

  

Abstract   

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a deg enerative disease characterized by the  

selective and gradual death of motor neurons (MNs) in the motor cortex, brainstem 

and spinal cord, induci ng progressive motor deficits according to the affected area. 

ALS has been cla ssified as  familial or sporadic. Mutations found in f amilial ALS-

patients have been use d to generate in vivo models of  familial AL S, f or example: 

mutations in the s uperoxide dis mutase-1 and  TDP -43. S everal path ophysiological 

mechanisms have been associated with  MN  degeneratio n, f or inst ance: oxidative 

stress, mitochondrial a lterations and energet ic f ailure, ax onal transport alterations, 

increase of the neuronal activity or glutamate mediated excitotoxicity. However, the 

process of  MN -degeneration still un known, theref ore this thesis  was f ocus on 

characterized the degenerative process of MNs in two models in vivo. Based on the 

excitotoxic h ypothesis, we have designed  two experi mental models of  MN -

degeneration in vivo. The acute ad ministration of AMPA 6 mM (50 µL in 25 min) 

causes rapid MN loss, 3 h af ter the treatm ent, while the chronic trea tment (AMPA 

7.5 mM, 6 µL per da y) induces a pro gressive MN loss alo ng f ive days, with both 

models causing motor deficits. This thesis presents experimental evidences showing 

that the acute treat ment with AMP A induces  MN loss t hrough nec rosis, while  the 

chronic trea tment triggers a more complex process, involvi ng early apopt otic 

characteristics and late necrotic appearance. On the other hand, this work also shows 

that the pharmacological and chronic GABAergic blockade causes MN degeneration 

and motor def icits. Taking together , our results show that GABAergic blockade in 



6 
 

the lu mbar spinal cord  is enough to induce  degeneration an d MN l oss with motor 

deficits b y ac tivation of AMPA re ceptors. Also, t hat MN degenerative pr ocess by 

chronic AM PA treat ment in health y a nimals presents close similarity with clinic 

evidences and with alterations in experimental models of ALS, which is i mportant, 

because support our procedures like a models for the stud y of MN degeneration in 

ALS. 

 

II. Lista de abreviaturas. 

ALS: amyotrophic lateral sclerosis, usado para referirse a la esclerosis lateral  

         amiotrófica 

AMPA: ácido α-amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazol- propiónico  

GABA: ácido γ-amino butírico 

MN: motoneurona 

NMDA: N-Metil D-aspartato 

PGE: Paw grip endurance test 
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III. Organización de la tesis 

El presente trabajo  se encuentra divid o en  ocho seccione s: Introducción , 

Antecedentes, P lanteamiento del probl ema, Objetivos, Mé todos, Resultados , 

Discusión y Conclusión. 

La Introducción abarca un marco teórico enfocado en las generalidades de la 

ALS y la médula espinal que es la estructura princi palmente af ectada, y a que 

contiene a las MNs cuya pérdida da origen a la enfermedad.  

Debido a que la prese nte investig ación se e nfocó en caracterizar el  proceso 

degenerativo de las M Ns durante una condi ción de excitotoxici dad, incluimos en la 

sección de a ntecedentes el capítulo “ Role of Mitochondrial Dysfunction in Motor 

Neuron Degeneration in ALS” del cu al s oy coautor, y aba rca los princ ipales 

mecanismos involu crados en la dege neración de estas célu las en la ALS . Como 

parte de los antece dentes y dado que este proyecto también se enfocó en el estudio 

de los circuitos inhib itorios y s u posible pa rticipación en la dege neración de las 

MNs, inclui mos la revisión “ Spinal inhibitory circuits and their role in motor 

neuron degeneration”, de la cual soy primer autor y describe las alteraciones de las 

redes neuronales dentro del contexto de la degeneración de M Ns. Enseguida se 

presenta e l plan teamiento del  proble ma y se enlistan  los  objeti vos del est udio. A 

continuación se describen los métodos empleados para el desarrollo del proyecto.  

 En la pri mera parte de  resultados se presenta el artículo “ Neuropathological 

characterization of spinal motor neuron degeneration processes induced by acute 

and chronic excitotoxic stimulus in vivo” en el que describi mos detalladamente los 

cambios ultrae structurales y bi oquímicos la degeneración de la s MNs en nuestro s 

modelos de e xcitotoxicidad espi nal. En  la segunda secc ión de resultados  

presentamos el artículo (en re visión) “ Chronic GABAergic blockade in the spinal 

cord in vivo induces motor alterations and neurodegeneration”, en el cual 

describimos el ef ecto del bloqueo agud o y crónico de los siste mas de inhibición de  

la médula espinal, así como su efecto al combinarse con la excitotoxicidad mediada 

por la activación de receptores AMPA. 
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 En la discusión se hace una integración de los hallazgos del presente trabajo, 

centrándonos en la i mportancia del p roceso de muerte celu lar, par a el diseño de  

nuevas estrategi as f armacológicas par a la ALS, a sí co mo en la  relevancia de  

considerar el e studio de la parte  inhib itoria en la de generación d e las M Ns. P ara 

terminar, en la sección de Conclusión recalco la importancia de considerar a la ALS 

como una enfermedad m ultifactorial y la relevancia de con ocer los dif erentes 

componentes involucrados para poder generar estrategias integrales que sirvan para 

el tratamiento de esta enfermedad. 
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IV. Introducción 

La médula espinal 

La médula espinal es l a parte del s istema nervioso central que se e ncuentra alojada 

en el conducto r aquídeo desde el agujero magno, en la parte media arquial del atlas 

hasta la pri mera o  seg unda vért ebra l umbar. S e e ncarga de c omunicar a l encéfalo 

con el cuerpo mediante i mpulsos nervios os. Entre sus f unciones t ambién se  

encuentran el c ontrol de los movimientos i nmediatos y v egetativos, co mo el arco 

reflejo y las funciones de los sistemas simpático y parasimpático. Su longitud varía  

ontogenéticamente, en el embrión llega h asta la base del  coxis, en el  recién naci do 

llega a la c uarta vértebra lumbar, dos vértebras por deba jo  qu e en el adulto. En la 

etapa adulta, de sarrollada completamente, puede alcanzar una longitud de 43 cm en 

mujeres y 45 cm en hombres (Watson et al., 2009). 

 

Anatomía y función 

Longitudinalmente la columna vertebral, qu e aloja a la médula, se divide  en: 

cervical, torácica, lumbar, sacra y coxígea. En la rata  está compuesta por 34 

segmentos: 8 cervicales, 13 torácicos, 6 lumbares, 4 sacros y 3 coxales; en humanos 

la columna difiere un poco, ya que presenta 7 cervicales, 12 torácicos, 5 lumbares, 5 

sacros y uno c oxígeo, en tot al 3 3 segmentos. El  grosor  de la  médula varía 

dependiendo la ca ntidad d e f ibras que  lleve n sus tra ctos. Básicamente la médula 

presenta dos ensanc hamientos, u nos cerv ical y otro lu mbar. A nivel cervical , la 

médula se encue ntra notablemente aplanada en sentido anter oposterior formando el 

ensanchamiento cervical, en roedores se extiende desde C5-T1, las raíces que surgen 

de este engrosamiento están formadas por los nervios que trans miten la sensibilidad 

y la activaci ón de los miembros superiores ( brazos, ante brazos y manos). A  nivel 

lumbar, la médula se vuelve a engrosar desde L2 a L6 en roedores y de L2 a S2 en 

humanos, este ensanchamiento contiene los nervios que transmiten la sensibilidad e 

impulsos motores des de y hacia  las e xtremidades po steriores ( muslos, pie rnas y 

pies). En su parte sup erior la m édula espina l se encuentra en cont inuidad con el 
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bulbo raquíde o, en ta nto que la parte caud al se adelgaza para f ormar el cono 

medular, la s raíces de los seg mentos l umbares, sacros y coxígeo f orman la ca uda 

equina, hasta unirse al periostio del dorso del coxis (Watson et al., 2009). 

 Al igual  que  el e ncéfalo, la médula espi nal se enc uentra cubierta  por tr es 

meninges (Figura 1A): la pia madre, la ara cnoides y la duramadre. La duramadre es 

la meninge mas externa y dura, la aracnoides es la membrana intermedia, delgada y 

permeable, y  la pia madre es la m embrana m as interna. E ntre l a pia madre y la  

aracnoides se encuentra el espacio s ubaracnoideo, que e s el lu gar en que se  

encuentra el líquido cefalorraquídeo (Guyton, 1994, Watson et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Observando transversalmente un corte de la médula se pueden apreciar cuatro 

regiones, una ventral, dos laterales y una dorsal. La ventral presenta la fisura media 

ventral y limita lateralmente por los surc os ventrolaterales, Así mismo, la superf icie 

dorsal en la par te media presenta el s urco medial dorsal. E n las pa rtes laterales se  

encuentran los funículos que limitan con los surcos ventrolaterales y dorsolaterales. 

Transversalmente es posible distinguir la materia blanca en la parte m as externa y la 

materia gris en la parte  mas interna en un arre glo en forma de mariposa o letra “H” 

(dependiendo el segmento observado). La materia gris de la barra horizontal de la H 

es l lamada materia gri s comisural y rodea al canal central, las pro yecciones de los  

brazos de la H forman las llamadas astas ventrales y dorsales (Figura 1B). 

Figura 1. Anatomía de la médula espinal. A) Esquema de la médula espinal en que se aprecian las 
meninges que la cubren, así como las raíces dorsales y ventrales. En B se ilustra un corte transversal 
de la médula espinal indicando los principales surcos, funículos y áreas que la conforman. 



11 
 

El f lujo sanguíneo de la m édula espinal es su ministrado por una so la arteria 

ventral y dos dorsales. La arteria espinal ventral es originada de la arteria vertebral y 

desciende den tro de la  f isura m edial ve ntral. Ambas arteria s espin ales dorsales s e 

originan de la arteria ventral y descienden por el surco dorsolateral.  

Las motoneuronas (M Ns) se encuentran ubi cadas en  el ast a ventral de la  

sustancia gris  a  lo la rgo de  toda  la médula espinal . F uncionalmente, pod emos 

encontrar dos tipos de  MNs: las so máticas y las viscerales, las pri meras inervan a 

músculos e squeléticos y las segun das a vísc eras. Con ba se en su ta maño las M Ns 

somáticas pueden clasificarse como alfa, gama y beta, cada una da o rigen a un tipo  

de fibra nerviosa llamadas alfa, beta o ga ma, según la MN que las ori gine. Las alf a 

inervan principalmente a las fibras musculares extrafusales del músculo esquelético, 

las gama a fibras musculares intrafusulares dentro de los husos musculares y las beta 

inervan principalmente a músculos distales de las extremidades. Un grupo mu y 

particular de MNs so máticas que no son afectadas en la ALS (Celio, 1990, Ince et 

al., 1993 , Siklos et  al. , 1998 ) son l as qu e c onforman el nú cleo d e Onuf , que se 

encuentran en la regi ón caudal lu mbar y r ostral sacra, contr olan los m úsculos 

perineales a los esf ínteres anal, uretral y al cremaster. Otro aspecto importante de la 

organización de la médula espinal es la existencia de interneuronas que sirven como 

conexión entre las f ibras sensoriale s y las  m otoras, per mitiendo las respuestas  

reflejas, pero ta mbién pueden estar co nectadas con las M Ns f ormando rede s 

neuronales intraespinales; en la sustancia gris de la médula las interneuronas son 60 

veces mas abundantes que las MNs (Watson et al., 2009). 

 

Circuitería de la médula espinal. 

La actividad de la médula espinal está determinada por la acci ón de diversos  

neurotransmisores, de ntro de l os cuale s p ara la parte  excita dora el de mayor 

importancia es el gluta mato, y par a la parte i nhibidora son el GAB A (ácido ga ma 

amino butírico) y la glicina. El balance de estos dos sistemas de neurotransmisión es 

de su ma i mportancia, ya que un  incre mento de la par te excita dora o bien  un 



12 
 

decremento de la inhibidora puede desencadenar un evento de hiperexcitabilidad que 

lleve a procesos deletéreos para las neuronas. 

 Tanto el GABA co mo la glicina activan a un receptor canal que forma parte 

de la superfamilia de receptores pentaméricos, dentro de los cuales se encuentran los 

receptores tipo 3 p ara serotonina, los receptores para G ABA tipo C, los receptores 

de unión a Zinc y los receptores para cationes de unión a GABA  (Beg y Jorgensen, 

2003, Davies et al., 2003, Lynch, 200 4, Lynch, 2009 ), sin e mbargo tanto los  

receptores para GA BA tipo A y lo s recept ores para glicina per miten el f lujo de  

cloro. El principal rec eptor post sináptico par a GABA  es el de tipo  A o G ABAA 

(Foster y Ke mp, 2006 ), mientras que el de glicina sola mente e s c onocido co mo 

receptor para glici na. Ambos receptores están presentes en la den sidad sináptica de 

las MNs l umbares y cervicales y en menor porcentaje en s itios extrasinápticos (Sur 

et al., 1995, Murphy et al., 1996). 

 El receptor  GA BAA es un  co mplejo molecular integ rado co mo 

heteropentámero de entre 275 a 400 kDa (Macdonald y Olsen, 1994, Hevers y  

Luddens, 19 98). P uede estar f ormado p or c ombinaciones de los subtipos de la s 

subunidades alf a ( α 1-6), bet a ( β 1-6), g ama, delt a, ép silon, r ho y theta. L a 

combinación de las diversas subu nidades pu ede modular la activi dad del recept or. 

En la médula espinal los receptores GABAA están formados principalmente por las 

combinaciones α2γ2 o α2β3γ2 (De Blas,  1996 , Foster y Ke mp, 2006 ). Los 

receptores para glic ina están f ormados por ci nco subunidades, que pueden ser α1-4 

y β. Este receptor puede estar as ociado a la gefirina que es u na proteína de a nclaje 

para estos receptores. Se sabe que en ad ultos la mayor asociación entre subunidades 

corresponde a la co mbinación α1β. En l as MNs espin ales, los transcritos para las 

subunidades α1 y  α2 se encuentra n en el  so ma y las dendritas, mientras que los 

transcritos para la subunidad β y gefirina, se restringen al soma (Rekling et al., 2000, 

Alvarez, 2016). 
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 Los recep tores para glicina y los GA BAA se acumulan en  l os sitio s 

postsinápticos para pe rmitir una  neurotransmisión inhibid ora rápi da y eficaz. Su  

agregación y estabilización requiere de su interacción con un complejo multiproteíco 

para anclars e al cit oesqueleto (Legendre, 20 01). Esto s recept ores pueden mostrar 

diferentes propiedade s f uncionales dependi endo de su d istribución s ubcelular. La  

acumulación de estos r eceptores se ve delimitada por su capacidad p ara unirse a la  

gefirina (Tretter et  al. , 2008 ), que es una proteína pe riférica de  membrana. La 

cantidad de gef irina ha  sido correlacionada con grandes corri entes postsinápticas  

inhibitorias (Oleskevich et al., 1999, Lim et al., 2000, Geiman et al., 2002, Alvarez, 

2016). El hecho de que la gef irina estabiliza y  une a los receptores de GABA y de 

glicina, sugi ere que el  GABA y la glic ina p ueden estar sie ndo col iberados co mo 

cotransmisores. En el t ronco cerebral se ha demostrado la c oliberación de GABA y 

glicina desde la misma t erminal. En la médula espi nal GAB A y glicina se  

encuentran continuamente colocalizados en te rminales de interneuronas inhibidoras 

(Ornung et al. , 1994 , Lahjouji et al., 1996, Dumba et al., 1 998), en donde son  

ingresados a las vesíc ulas presináptica s por el m ismo transporta dor (Burger et al.,  

1991). Inter esantemente en edade s pos tnatales tempranas (P5), estudios 

electrofisiológicos en sinapsis mixtas para GABA y glicina en MNs de l n úcleo 

hipoglosal, demuestran que las corrientes postsinápticas mediadas por los receptores 

el recepto r GABAA presentan mayor f acilitación y sumación, comparadas con la s 

corrientes mediadas por el rece ptor para  glicin a, la s cuales presenta m enor 

facilitación (Donato y Nistri, 2001), sugiriendo un papel funcional diferente para los 

dos neurotransmisores. 

La proporción de sinapsis GABAergicas y glicinérgicas en la médula espinal 

varía dependie ndo del  estado d e madurez d el organis mo. En MN s embrionaria s 

(E17-E18), 60% son única mente para GAB A, 20% para glicina  y  20% sinapsi s 

mixtas; desp ués de na cer en etapas post natales (P1 -P3) lo s porcen tajes son: 60%  

glicinérgicas, 20% G ABAérgicas y 20 % sinapsis mixtas (Singer y  Berge r, 2000, 

Gao et al., 2001). Se estima que de los eventos cuánticos regitrados en MNs de ratas 
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en el día po stnatal 5 -10, aproxi madamente el 44% corre sponde a un co mponente 

dual de GABA-glicina, el 41% solo a glicina, y el 17% a GABA (Jonas et al., 1998). 

El papel f uncional que desempeñan  estos neurotransmisores en l a médula 

espinal ha sid o un te ma controversial. Actualmente no exist e un co nsenso para est e 

punto, pero se han  desarrollado trabajos  que  permiten hacer  aproximaciones sobre  

este tema. Se ha demostrado que d urante el desarrollo embrionario, el GABA y la 

glicina f uncionan co mo neurotrans misores e xcitadores, ju gando un  papel de gran  

relevancia para la maduración de las redes neuronales que conf orman el sistema 

nervioso (Ben-Ari et al., 2007 ). En organis mos adultos , el  GABA y la glicina 

median la inhibici ón de la actividad de las  MNs, contribu yen a la generación de 

patrones rítmicos de actividad, incluyendo la r espiración (Merrill y Fedorko, 1984), 

la locomoción (Cazalets et al., 1996), masticación (Inoue et al., 1994) y la deglución 

(Bieger, 1991). En estos patrones, la  actividad de las MNs se ca racteriza por  fases 

secuenciales de exci tabilidad e inhibici ón. El control inhibit orio durante la f ase 

activa puede afectar el tiempo de inicio y final de los trenes o ráf agas de potenciales 

de acción, afectando el inicio de la contracción y la relajación muscular, los patrones 

de disparo y el or den de recluta miento (Parkis et al., 1 999, Rekling et al., 20 00). 

Registros de la ac tividad eléctrica espinal en  ratones  (E 11 -12.5), indican qu e la 

transmisión glicinér gica f avorece la propaga ción episódic a a travé s de seg mentos 

espinales con tiguos, mientras que l a gener ación de la activi dad sináptica a niv el 

local se bas a en r edes neuronales formadas por MNs e inter neuronas GABAérgicas 

(Hanson y Landmesser, 2003, Moody y Bosma, 2005). Dentro de l as interneuronas 

inhibidoras, la más estudiada es la llamada célula de Renshaw, ide ntificada por vez  

primera en la médula espin al d el gato adulto por Re nshaw. Esta s interneur onas 

reciben af erencias acetil colinérgi cas de las MNs  (Mentis et  al., 2 006) y rea lizan 

predominantemente pr oyecciones glici nérgicas hacia  las  MNs  (Goulding et al. , 

2002). S e ha s ugerido que la inhibici ón ap ortada por esta s inter neuronas se da  

después de su maduración, la cual ocurr e postnatalmente, desarro llando grande s 

agregados de gefirina (Gonzalez-Forero y Alvarez, 2005). 
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Por otra parte,  la e xcitabilidad de la  médula espinal  está  control ada por e l 

neurotransmisor glutamato, cu ya acción rápida depen de de tres receptore s 

ionotrópicos postsinápticos: los receptores tipo AMPA (ácido α-amino-3-hidroxil-5-

metil-4-isoxazol- propiónico), los  tipo kainato y los ti po NM DA (N -Metil D -

aspartato). Estos recep tores son tetrá meros conformados por divers as subunidades: 

GluR 1-4 para los AMPA, subunidades GluR5-7, KA1 y KA2 para los kainato, y las 

subunidades NMDAR1, NMDAR2A-D y NMDAR3A para los N MDA (Schoepfer 

et al., 1 994, Bettler y Mulle, 1995, Michaelis, 1998). La formación y degradación 

del gluta mato son par te del m etabolismo energético, ya que este am inoácido se 

sintetiza principalmente a part ir de  la glucosa. El metabolismo del glutamato en e l 

sistema nervioso ocurre en ciclos coordinados entre  las neuronas y las células 

gliales. Una de vía para la obtención de este neurotransmisor es la conversión del α-

cetoglutarato a glutamato por transaminación, una alternativa a la vía anterior es la 

conversión de glutamina a gl utamato mediante la ac ción de la  glutaminasa. La 

glutamina se si ntetiza en la glía teniendo como precursor al gl utamato recapturado, 

este gluta mato es  con vertido a glutamina p or a midación mediante la gluta mina 

sintetasa; posteri ormente, la g lutamina es  li berada y capturada por las ne uronas, 

quienes la convierten en glutamato, constituyendo el ci clo de glutamato-glutamina 

(Zhou y Danbolt, 2014).  

La acción del glutamato se ha relacionado con diversas funciones tales como: 

la cognición, memoria y aprendizaje, así como en la sinaptogénesis, organización de 

los circuit os n euronales, plastici dad s ináptica, migración y diferenciación celu lar. 

Sin e mbargo, es bien  sabido que la sobre estimulación de la neurotrans misión 

excitadora de gl utamato puede induci r proce sos degenerat ivos, ya que genera una  

hiperexcitabilidad neu ronal, q ue provoca u n inf lujo m asivo de  calcio en las  

neuronas, desencadenando procesos deletéreos que cul minan con la  m uerte de las  

neuronas (Arundine y T ymianski, 200 3). Este f enómeno es deno minado 

excitotoxicidad mediada por gluta mato y ha  si do involuc rado en v arias patolog ías 

neuronales, por eje mplo: el accide nte cere bro vascular,  los traumatismos y la  
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epilepsia; de igual manera se ha relacionado con diversos trastornos 

neurodegenerativos, c omo en la enf ermedad de Parkins on, la enfermedad de  

Alzheimer y la ALS (Lipton y Rosenberg, 1994, Meldrum, 2000, King et al., 2016). 

Los tres tipos de receptores inotrópicos para glutamato han sido descritos en 

las MNs. Sin embargo, su abundancia relativa no es la m isma: los AMPA son los  

más abundantes, después los N MDA y finalmente los k ainato. La entrada de calcio 

en las MNs espinales es mediada por los receptores AMPA, particularmente se sabe 

la permeabilidad para este catión está d eterminada por la sub unidad GluR2, ya que 

si los receptor es AM PA no contie nen o p resentan la Gl uR2 si n editar , serán 

permeables a calci o, pero si la GluR2 es modificada postranscripcionalmente en un 

residuo d e gluta mina (ubicada  en el  segundo dominio tr ansmembranal) 

sustituyéndola por una arginina, el receptor será impermeable a calcio (Burnashev et 

al., 1992, Corona y Tapia, 2007, Corona et al., 2007). 

Las señales motoras s e co munican a las MNs espinales desde la corteza  

motora, a través del tr acto corticoespinal. Aunque todos los mamíferos poseen esta 

estructura, existen variaciones considerables en la posición del tract o en la m édula 

espinal. En roe dores, se ubica en la colu mna dorsal, en los primates en la colu mna 

lateral. En los primates la mayoría de las f ibras del tracto provienen directamente de 

la corteza motora. La s f ibras que originan  al tracto cortic oespinal en mamíferos 

adultos se derivan de las neuronas pira midales de la capa 5 de la s áreas m otora, 

premotora y somatosensorial (Watson et al., 2009).   

La inervación del trat o corticoespi nal sobre  las MNs se ha demostrado de  

diversos modos, p or eje mplo, in vitro se ha probad o la p articipación de 

neurotransmisores excitadores en el inicio de la actividad semejante a la locomoción 

(Jordan et al., 2008), y se h a de mostrado que la ad ministración intratecal de  

antagonistas gluta matérgicos bloquea la loco moción induci da por l a estimulación  

eléctrica de la región  locomotora mescencefálica del cerebro m edio del gato  

(Douglas et al.,  1993). De la misma manera, la administración de NMDA induce el 

inicio de  la l ocomoción en gatos (Chau et  al., 20 02). En la  rat a ta mbién se ha 
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demostrado que la esti mulación eléctrica del  f unículo dorsal,  que contiene ax ones 

corticoespinales desce ndentes, desencadena potenciales post sinápticos excita dores, 

que son bloque ados p or CNQX, un an tagonistas de recept ores glu tamatérgicos de 

tipo AMPA (Hori et al., 2002). Además de las inervaciones del tracto corticoespinal 

y de l as f ibras sensitivas, cu ya acció n no  inv olucra ne cesariamente el paso  por  el  

cerebro, exi sten int erneuronas g lutamatérgicas que se  encuent ran en estrec ha 

relación con la s MNs,  asociándose e n la f ormación y cont rol de l a actividad de  

circuitos premotores (Hagglund et al., 2010).  

No obstante, a pesar de no ser descritas a detalle por fines prácticos, es 

importante señalar que la activida d de las  MNs no sol o es co ntrolada estrictamente 

por GABA/glicina y glutamato, sino que en realidad la integración que estas células 

realizan es mucho mas compleja, ya que también pueden recibir aferencias de otros 

neurotransmisores y moléculas co mo la se rotonina, la norepinefrina, la hormona  

liberadora de tirotropina, adenosina, neu rocininas, vasopresina e in clusive la acetil 

colina (Zagoraiou et al., 2009, Ramirez-Jarquin et al., 2014). 

 

Esclerosis Lateral Amiotrófica  

La médula esp inal e s susceptible a desarrollar enfermedades, en e ste caso  las más 

frecuentes son la poliomielitis, el síndrome de la cola de caballo, la siringomielina y 

la ALS. Para el presente proyecto, la patología de mayor interés es la ALS, por ello 

describiremos brevemente las principales características de esta enfermedad. 

La ALS ta mbién conocida como enfermedad de Lou Gehrig, f ue descrita en 

1869 por Jean Martin Charcot. Es caracterizada por la muerte selectiva y progresiva 

de las MNs s uperiores e inf eriores, p roduciendo una  parális is se gún la re gión 

afectada. Se conocen dos tipos de ALS, la de tipo f amiliar que abarca solo 10% de 

los casos clínicos. Esta se asocia c on diversas mutaciones, entre las más conocidas 

mutaciones de la sup eroxido dismutasa 1 y de la TDP 43. Por otra parte la ALS de 

tipo esporádic o comprende el 90% de los c asos clínicos y para l a cual no se ha 

identificado un  f actor que d etermine su  ap arición. E n a mbos t ipos de ALS los 
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síntomas son  práctic amente lo s mismos, la progres iva muerte de MNs genera 

espasticidad, f asciculaciones y pará lisis. A  dif erencia de otras enf ermedades 

neurodegenerativas co mo el Alzh eimer y la enf ermedad de Huntingto n, los 

pacientes con ALS  n o presentan deter ioro del proceso cognitiv o, sin em bargo, 

algunos pacientes pueden llegar a presentar cambios de personalidad e irritabi lidad 

(Phukan et al.,  2007). El diagnostico de es ta enfermedad se re aliza de acuerdo con 

los criter ios d e “El  S corial” y de “The Int ernational Classif ication of  Diseases ”. 

Generalmente los  paci entes diag nosticados con ALS  mueren de tr es a cinco  años  

después del inicio de l os sínto mas, debido a una f alla respiratoria . Actual mente el 

único tratamiento aprobado para esta enfermedad es el riluzol, cuyo uso prolonga la 

supervivencia de las  p ersonas por  un peri odo de tres a s eis meses. La prevalenc ia 

mundial de A LS es de  2-8 en 100  000, y su aparición suel e asociarse con la edad,  

pero no es u na regla ya q ue puede comenzar en edades te mpranas (Chancellor y  

Warlow, 1992 , Corona et al. , 200 7, Al-Chalabi et  al., 2016). Existen d iversos 

mecanismos asociados a la degeneración de las MNs, los cuales serán tratados en la 

siguiente sección de Antecedentes. 

 

V. Antecedentes 

Excitotoxicidad y mecanismos de degeneración de las motoneuronas por 

sobreactivación de receptores AMPA 

Los mecanismos que causan la ALS no son completamente conocidos. Sin embargo, 

algunos pro cesos cel ulares y moleculares qu e conducen a l a dege neración de la s 

MNs han sido i dentiicados, por  eje mplo: el estrés ox idativo, la pérdida de  la 

homeostasis del calcio,  la agregación de pr oteínas, la excitotoxicidad, la necrosis y 

la apoptosis. 

El estrés oxidante pue de ser generado por una producción incre mentada de 

especies reactivas de  oxígeno y radicales l ibres o b ien por una disminución de l os 

mecanismos antioxidantes de las células  (Davies, 2000). En la ALS este mecanismo 

es de i mportancia deb ido a q ue den tro de  las  mutaciones mas estudiadas están las 
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descritas para la superoxido dismutasa tipo 1, cuya función normal es la catalizar la 

conversión de anione s superoxid o a peróxido de hidrógeno. Se han propuesto  

diversas alteraciones para la f unción de esta  enzima, como es un a deficiencia en su  

capacidad antioxidante, también que en la S OD1 mal plegada el peroxinitrito puede 

acceder a  su  sitio  cata lítico co nduciendo a  l a nitració n de  resid uos de tir osina, en 

ambos casos est os p osibles ca mbios en s u actividad catalítica pueden resultar 

tóxicos para la s MN s (Beckman et al. , 199 3, Brown, 199 5, Wiedau-Pazos e t al., 

1996, Julien, 2001). El estrés oxidante puede dañar diversas moléculas  como ácidos 

nucleicos, lípido s y proteínas (Valko et al ., 2007 ) y p uede i nvolucrarse co n la 

inducción de procesos de apoptosis, autofagia y necrosis. 

La homeostasis del calcio es preservada mediante el control de su entrada y 

salida de la célula, su  am ortiguamiento y de su alm acenaje intrace lular. Debido a 

que este catión controla diversas vía s intracelulares, el control de su  concentración 

citosólica debe d e ser m uy e stricto. U n exce so de su concentrac ión conlleva a la 

activación inade cuada de procesos que pue den alte rar el metabol ismo celular y 

eventualmente desen cadenar proce sos de muerte celular  (Arundine y  T ymianski, 

2003). Dentro de las proteínas acti vadas po r calcio se encuentr an las nucle asas, 

proteasas, li pasas y f osfatasas dependientes de ca lcio (Bano y Nic otera, 2007 ), el 

excesivo al macenamiento de este ca tión en  las mitocondrias pu ede generar su 

hinchamiento, ca usando la  pérdida del  pote ncial de  la membrana mitocondrial y 

consecuentemente la  a pertura del poro de transición mitocondrial, lo cual pue de 

llevar a la activación de mecanismos de muerte celular. 

La agregaci ón de  pro teínas mal plega das e s un f enómeno co mún en las  

enfermedades neurodegenerativas, que puede ocurrir por mutaciones de las proteínas 

agregadas o por modificaciones postraducci onales. Aun c uando n o se sabe con  

certeza si la  agregación de prote ínas induce la muerte neuronal, o por el con trario 

participa en  mecanismos de p rotección, se asocian dos po sibles co mponentes 

celulares del control de la calidad de l as proteínas: la activ idad de l as chaperonas y 

de la vía de la u biquitina-proteosoma. (Berke y  Paulson, 2003 ). En la ALS, se h a 
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encontrado la acumulación de neurofilamentos en axones, lo cual se relaciona con la 

degeneración de  las MNs ca usada por l a estrangulación del  tran sporte axo nal. En 

modelos transgénicos de la ALS, se ha de mostrado que la reducc ión de la expresión  

de neurof ilamentos pesados y ligeros aumenta la esperanza de vida  de ratones que  

expresan la SOD 1 mutada (Julien, 2001). 

La excitoto xicidad in volucrada c omo mecanismo de  degener ación de las 

MNs ha sido ampliamente estudiada, debido a la evidencia que se ha  encontrado en 

pacientes con AL S y en modelos tran sgénicos de esta enf ermedad. Esta 

excitotoxicidad es debida al incremento del gluta mato extracelular. A continuación  

se inclu ye el capítul o “ Role of Mitochondrial Dysfunction in Motor Neuron 

Degeneration in ALS” publicado en el libro “ Amyotrophic Lateral Sclerosis”, ISBN 

978-953-307-806-9, de la editorial InTech, en el cual se discuten con mayor detalle 

los mecanismos involucrados en la degeneración de las MNs en la ALS. 
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198 Amyotrophic Lateral $derosis 

motor neuron dealh in ALS is glutamate-mediated excilotoxicity. This hypothesis lms becn 
generany ilccepled. allhough sorne dcHa (rom OUT laboratory do no! support il becauSt,> a 
(moníe ¡llacaS(> in extracellular glulamale due 10 g lulamate transpor! inhibition in Ihe 
spinal cord in vivo WdS innocuous fo r motor neurons (Tovar-y-Romo el al., 2009b). 
I-Iowe\'er, overactivation of glutamate ionotropic receptors by agonisls leads lo neuronal 
dealh by augmenling the influx oi Ca2+ into motor neurons. Experimentill models in vivo 
have shown tha! of Ihree major glutamate ionolropic receptor Iypes, NMDA (N-methyl-D­
aspartate), kaimlle ami AMPA (a-amino-3-hydroxy-S-isoxazolepropionate), Ihe Ca2" 
permeable AMPA receplor seems lo be parlicularly involved in molor neuron dealh, 
because Ihe seleclive blockade of Ca'+-permeable AMPA receplors or Ihe chelalion of 
inlrileelJul¡n Cil'+ prevenls Ihe motor neuron loss ilnd Ihe consequenl pilralysis induced by 
Ihe infusion of AMPA inlo Ihe mi lumbilt spinal cord (Corona & Tapiil, 2004, 2007; Tovar-y­
Romo el al., 2009a). TIte Ca" pcnncability of this receptor is govemed by the presence of the 
GluR2 subunil and its edition in Ihe 0/ 1{ (glulamine/ilrginine) sile of Ihe second 
Iransmembrane domain (Burnashev el aL, 1992; Corona & Tapia, 2007; Hollmann el aL, 
1991; Hume et ill., 1991). 
Increases in cytopla~mic Ca2' concentration can be buffered by mitochondria, but when 
maintained for prolonged pcriods can cause milochondrial swelling and dysfunction. These 
alterill ions are ilssociated wilh deficils in milochondrial ATP synlhesis and energelie failure 
(Ihis lopic will be discussecl later). The energetic deficils hilve been mainly associaled wilh 
cell dealh process similar to necrosis (Kroemer el al., 2009; Marlin, 2010). On Ihe olher hand, 
mitochond riil l diln1ilge has also been linked to Ihe release of PfOilpoptotic filelors sueh ilS 
eylochrome e ilnd ilpoplosis-inducing faelor (Martín el al. , 2009). Cylochrome e involvemenl 
h.1S been stressed because of its role in triggering the eilspases p.lthway, which leads to 
apoptotk celJular deilth. In Ihe cytoplasm eytochrome e promotes Ihe formiltion of Ihe 
ilpoptosome complex and ilclivilles caspase-3. The necrosis and ilpoplosis pillhwilys are 
illustrated in Fig. 1. 

2.2 Axonal transport deficits 
Because of Ihe Slructural and funclional charaCleristics of molor neuron axons, the role of 
axonill transport is essential for Ihe communicillion belween Ihe neuronal soma ilnd Ihe 
periphery, as well as for the an terograde and retrograde dispcrsive distrihution oí cargo 
intracellular struclures such as vesicles or organelles. Changes in the speed of 
anlerograde and retrograde transporl (Breuer & Alkinson, 1988; Breuer el al., 1987; 
Sasaki & Iwala, 1996), as well as neurofilament disorganizalion and accumulalion oí 
mitochondriil, vesicles and smoolh endoplilsmie retieulum hilve been describ&t in 
peripheral nerves of ALS patienls (1·lirano el al., 1984a, O; Sasaki & lwala, 1996). rhese 
alterations in axorml transport have been observed also in Iransgenic Illodels of FALS, 
whkh h<lve allowed Ihe study of their progression and Ihe molf.>Cular machinery 
involved (llilslilnd el al.. 2010; llrunet el al.. 2009; Collard et al., 1995; De Vos et al., 2007; 
Ligon et ill., 2005; Perlson et ill., 2009; Pun et <11., 2006; Tateno et ill., 2009; Warita el <11., 
1999; Wi!liamson & Cleveland, 1999). In mut<lnt 500 1 (m5001) rodents, some motor 
proteins such as: dynein, dynactin, kinesin, myosin, actin, <l nd microtubules and 
neurofil<llllenls are affech.'{l by 1ll5O01 agsregales (Breuer & Alkinson, 1988; Br(;'uer el 
al., 1987; Collard e l al., 1995; Ligon el al., 2005; Sasaki & Iwala, 1996; Willialllson & 
Cleveland. 1999; Zhang et al., 2007). 
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motor lleuron dealh in ALS i5 glutamate-mediated excito\oxicity. This hypothesis has been 
getwrally ,,"(reple<!. allhough 50111(' dillil (rcm OUT laoora tory do no! support il becaust' a 
chronic increase in extracellular glu tamate due lo g lulamate transport inhibition in Ihe 
spin¡¡) conl in vivo was innocuous (or motor neurons (Tovar-y-Romo E't aL 2009b). 
Ha"'e"er, overactivation of glutamate ¡onolTarie receplors by agonisls leads lo neuronal 
dealh by augmenling the influx of Ca2- iato motor neurons. Experimental models in vivo 
have shown lha! af Ihree major glutamate ionolropic receptor Iypes, NMDA (N-melhyl-D­
aspartate), kain¡¡tl' ami AMPA (a-amino-3-hyd roxy-S-isoxazolepropionate), Ihe Ca!'· 
permeable AMPA receptor seems lo be pmlicularly involved in molor neuron dealh, 
because Ihe seleclive blockade of Ca2·.permeable AMPA receplors or Ihe chelalion of 
inlrilc('llul¡¡r Cil2' pr('v('nls Ih(' molor neuron loss ilnd Ihe con5('(}Ufi'lll pilrillysis indUCl'I:l by 
the infusion oí AMPA into the rat lumbar sl-'inal cord (Corona &: Tapia, 2001, 2007; Tovar-y­
Romo el al., 2009<1.) . TIte Ca:!' !,ermeabili ty of this receptor is govemcd by the presence of the 
GluR2 subunil and its edilion in the Q/ R (glutamine/arginine) sile oi the sccond 
Imnsmembra.ne donmin (Burnashev et al., 1992; Corona &: Tapia, 2007; Hollmann el al., 
1991; Hume el il1., 1991). 
Inneases in cy toplasmic CiI:! ' concenlration Gm be buffered by mitochondria, bul wh .. n 
milinlained for prolonged periods can cause milochondrial 5welling and dysfullclion. These 
alteralions are associilled wilh deficils in mitochondrial ATP synlhesis and energetic failure 
(this topic will be discussed later). The energelic deficits have been mainly associated ",ilh 
(ell dealh process similar to necrosis (Kroemer el al., 2009; Marlin, 2010). On the other hand, 
mitochondrial damilge has 11150 been 1inked lo the release of proapoplOlic fa(\ors such as 
(ylocruome (and apoplosis-inducing faclor (Milrlin el aL 20(9). Cylochrollle ( involvement 
h.1s been slressed because oi ils role in lriggering Ihe caspases palhway, which le.lds lo 
apoptotic ee!lulilr deilth. In th(' eyloplasm cytochrome c promotes the formiltion of Ih(' 
apoptosome complex a!1d ilcliviltes caspilse-3. The nC'Crosis and apoptosis pilthwiI}'s are 
illustrated in Fig. L 

2.2 Axonal transport deficits 
Because oi Ihe Slructural ami funclional characteristics of motor neuron axons, Ihe role o f 
axonal transport is essential fo r the communicalion belween the neuronal soma and the 
pcriphery, as wcH as fo r the anterograde and retrograde dispersive dis tribution of cargo 
intraceHular struct ures suth as ves icles or org,meHes. Changes in the speed of 
anlerograde and retrograde transport (Breuer & Atkinson, 1988; Breuer et al., 1987; 
Sasaki & Iwata, 1996), as weH as neurofilament disorganization and ac(u!llulation of 
milochondria, vesirles and smooth end01'1as11lic reticu lu11I have 1)t>('!1 described in 
peripheral nen'cs of ALS paticnts (l'lirano el al., 1984a, b; Sasaki & Iwata, 1996). These 
alterations in axoIt.11 tr.lnsporl have been observed also in transgenic lllode[s of FALS, 
whirh llave allolVt>d Ihe sludy oi Iheir progression and the molt>C\llar machinery 
involvcd {Bilsland et al.. 2010; llrunel el al., 2009; CoJlard el al.. 1995; De Vos el al.. 2007; 
Ligon et <11., 2005; Perlson et al., 2009; Pun el aL 2006; Tateno et a l. , 2009; Warita ('1 al., 
1999; WilIiamson &: Clevel¡lIld, 1999). In Illutilnl SOD1 (IllSOD1) rodenlS, SOlllt> molor 
prOleins sucll as: dyncin, dynaclin, kinesin, myosin, a<:lin, and mkrolubules and 
neu rofilamenls are aifected hy mSOD1 aggregah.'"S (Breuer & Atkinson, 1988; Breuer el 
al., 1987; Collard et al., 1995; Ligon el al., 2005; Sasaki & Iwala, 19%; Williamson & 
Clevt>land, 1999; Zhang el al., 2007). 
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Description in the text. 

www.intechopen.com 

199 Role of Milochondrial Dysfunction in Molor Neuron Degeneration In ALS 

Act lvaled 
astroclia 

~Nl(1!y 
milochUl1df\oo'l 

~ [mIonud~~,<'lo 

' AM PA f K eplor. 

iI Dealh IOC"llIO<' 
IfMI 

® SwoUen 
molocl>oflcjrioo .. --poOlein. 

"." C.l. 

Q Death llcand 
IFflSIj 

Y .m ... l .... kln 
, ecepIOf~ 

+ Inll"fl~~in 

OGlTI _ 5yM~H 

.: (;1u1.m.t~ a c..l~u-8 

* Apoptosome • (omple~ 

• CVIOC~, ornet 
:) c.~p;t'll'-J 

Fig. 1. Scheme of the main proposed mechanisllls involved in motor neuron death. 
Des..:riptioll in the text. 

www.intechopen.com 

199 



25 
 

´´´´ 



26 
 

 

Role of Mitochondrial OySfunction in Motor Neuron Oegeneralion in ALS 201 

Milochondria, ROS and glulamalE'-induced exciloloxicily are closely relaled and Ihis is 
relevanl in ALS, because Ihe milochondrion is Ihe main oxygen consumer and il is also Ihe 
main producer oí ROS. These species can be produeed in neurons and in non-neuronal cells 
and can cause íailure in Ihe glulamale uplake syslem oí OOlh molor neurons and aSlroglia 
(Rao el aL, 2003; Trotli el aL, 1996, 1998; Volterra el aL, 199-1; Zagami el aL, 2009). This may 
contribllle lo an cxdtotoxk condilion due lo inrrcased concentration of extraceHular 
glutamate. ROS produclion and its effects on motor neurons ami non-neuronal cells are 
illustrated in Fig. l. 

2.4 Inflammation 
A mechanism of non-cell-autonomous death associated with motor neuron degeneration in 
OOth FALS and SALS is Ihe partidpation oí non-neuronal c('lIs in inflammalory cvcnts 
(Boillee el aL, 2006a; Boillee el aL, 2006b; Hall el aL, 1998; Yamanaka el aL, 2008; Yang et al., 
2011). The main histopathological fealure oí infhumnation is the proJiferalioll of re<leti"e 
astrogliosis and of aetivated microglial eells, associaled with alterations in Iheir cellular 
functions, such as glutamate reuplake failure and release of proapoptotic and 
proinflammalory factors (S.·magi el al., 2010; Sargsyan et aL, 2005; Sofroniew, 2005). 
Molecules associated wilh inflammalory process, such as interleukins 6, 12,15, 17A, 23, C4d 
and C3d complemenl proleins, as well as lumor necrosis íaclor-alpha, have be<.>n íound in 
blood and CSF from ALS pallenls (Almer el aL, 2002; Fiala e l aL, 2010; Henkel el aL, 2004; 
Kawamat<l el <11., 1992; MeCeer el al., 1991; More<lu el al., 2005; Renlzos el al., 20103, b). The 
finding of increased levels oí granz)'mes A, B in serum (Ilzecka, 2011) ami d~"Tease in 
cylochrome c levels in the CSF (Ilzecka, 2007), suggesls an apoptolíc process in human 
disease. The proliferalion of activaled non-neuronal cells has been associaled wilh the 
disease severity (Clemenl el al., 2003). Nevertheless, alteralion in Iheir functions may be 
more imporlant Ihan Iheir proliferalion (Lepore el al., 2008). In experimental models of 
FALS (mSOD1) il has be<.>n allempled lo prevenl Ihe molor neuron loss through Ihe use of 
drugs with anti-infl3rnmatory prope'rlies, such as minocydine (Keller el aL, 2010; Kriz el aL, 
2002; Neymotin et al., 2009; Van Den Bosch el al., 2002; Zhu el al., 2002). This drug was 
cffective in deJaying the mOlor neurons loss when gi"en prior 10 Ihe symploms onsel, bul 
when given al la le stages il exaggeri'lled Ihe neuroin{]ammalory response ¡md acceleraled 
Ihe progressíon of Ihe symptoms (Keller et al., 2010). In this transgenic ALS mQílel. 
apoptosis processes can be triggered by non-neuronal cells through the exlrinsic apoptolic 
pathway, via Ihe release from acl ivaled glial cells of several death ligands (for example 
FasL) thal bind lo their respeclÍve dealh receptor (Fils) and Irigger Ihe c1eavilge of caspase-8 
(Locatelli ('\ al., 2007; Petri el al., 2006; Raoul el al., 2006) (Fig. 1). 

3 . Mitochondrial dysfunction in ALS and in experimental motor neuron 
degeneration 

A convergent point of Ihe delelerious Illcchanisms discussed above is the milochondrion. 
This orgilnelle is Ihe main energy producer in eukaryolic cells and plays a fund3menlal role 
in normal c('1I physiolog)'. Among Ihe funclions milochondria carry out, besides ATP 
synlhesis, inlracellular Ca2·buffering has been recognized as anolher relevanl faclor for the 
prolcclion against delelerious proccsses such as oxidaliv{' stress, excilotoxirlly and n('l. __ rotic 
and apoptOlíc death, thus playing a central role in neuronal survival. 
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Milochondrla, ROS and glutamatl'-induced exciloloxici ty are dosely related and lhis is 
relevant in ALS, because the mitochondrion is the main oxygen consumer and it is also the 
main produ<.-er o( ROS. These sl'eo.:ies can be produced in neUTons and in non-neuronal cells 
and can cause (aiJure in Ihe gJutamale urtake syslem o( l:lQlh motor neurons and aSlroglia 
(Rao el al., 2003; Trolti el aL, 1996, 1998; Vollerra el al. , 199-1; Zagami el al., 2009). This may 
contribute lo an excitotoxic condition duf.> lo illneasf.>\.1 concf.>ntl(l lÍon of extraCf.>llul¡¡r 
glutamate. ROS produ<:lion and ils effects on motor neurons ami non-neuromll cells are 
illustrated in rig. 1. 

2.4 Inflammation 
A mechanism of non-cell-¡¡utonomous death associated wilh motor nemon degeneration in 
hoth FALS and SAl5 is tlw parlidpalion o( non-neuronal (dls in inflammaloTy ev('nts 
(Boillee el al., 2006a; Boillee et al., 2006b; Hall et aL, 1998; Yamanaka el al., 2008; Yang et aL, 
2011). TIle main histopathoJogical feature of infhUllInation is the proliferatioll of reilctÍ\'e 
astrogliosis and of activated microgliaJ cells, associatai with alterations in lheir cellular 
functions, such as glulamate reurlake failure and release of proapoptotic ami 
proinflammatory factors (Simagi el al.. 2010; Sargsy¡1ll et aL, 2005; Sofroniew, 2005). 
Molecules associated wilh inflammatory process, such as interleukins 6, 12, 15, 17 A, 23, C4d 
¡¡lld C3d complf.>mf.>nt protf.>ins, as well as tumor necrosis (aclor-alpha, have been (ound in 
bJood and CSF (rom ALS palienls (Almer et al.. 2002; Fíala et al. , 201 0; Henkel et al.. 2004; 
Kawamata et al.. 1992; M<.."'Geer el al.. 1991; Moreilu el ill., 2005; Rentzos et al., 201Oa, b). The 
finding of increased levels of granz)'mcs A, B in serum (1lZ<..'Cka, 2011) ami decrease in 
cytochrome c lewls in lhe CSF (Ilze<:ka, 2007), suggests an apoplotic process in human 
disease. The proliferation of activated non-neuronal cells has becn ¡¡ssocialed with Ihe 
diSf'asf' severity (Clemenl el al., 2003). Neverlheless, allerilliOIl in Iheir functions may be 
more important than their proliferiltion (Lepare el al., 2008). In experimental models of 
FALS (m5001) it has been a ttempled lO prevent Ihe molor neuron loss Ihrough lhe use of 
drugs with anti-infiammiltory pro]X'rti('S, surh ilS tninocydine (Keller f.'t ¡¡L, 201 O; Kriz et ilL, 
2002; Neymotin el aL 2009; Van Den Bosch el aL, 2002; Zhu el al., 2002). This drug was 
effcctivc in delaying lhe motor Ileurons Joss when give!l prior to the symploms onsel, but 
when given al late stagfi'"S it eXilggeratf.>\.-{ the nellroinflammatory responsf.> and acceJerated 
Ihe progression of Ihe symptoms (Keller e l al., 2010). In this transgenic ALS 1Il(J(lel, 
apoptosis processes can be triggered by non-neuron.l1 (ells through Ihe extrinsic apoplotic 
palhway, via the release from acl ivaled glial cells of severaJ dealh Iigands (for example 
FasL) Ihat bind lo their respective death receptor (F¡¡s) and trigger Ihe cleav¡¡ge of caspase-8 
(Locillelli el al., 2007; Pelri et al., 2006; Riloul el ¡¡I., 2006) (Fig. 1). 

3. Mitochondrial dysfunction in ALS and in experimental motor neuron 
degeneration 

A convergent point 01" Ihe deJeterious mcchanisms discussed ahove is Ihe milochondrion. 
This org¡¡nelle is the main energy produ<.-er in eukaryotic cells and pJays a (undilmentaJ role 
in normal cell physioJogy. Among Ihe funclions milochomlria (<lfTY oul, besi(k"S ATP 
synthesis, inlracellular Ca1'buffering has becn recognizec\ as anolher relevant faclor for Ihe 
protection against deJeteriOllS processC'S such as oxidative strl"SS, exl"ilotoxirity and nenotic 
and apoplotic dealh. lhus playing a centr<l.l role in neuronal survival. 
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mutation in the gene encoding subunil ] of the milochondrial respiratory chain complex [V 

(Comi et al.. 1998). The eleclron tr¡msporl ehain proleins FAD synthetase, riboflavin kinase, 
cytochrome Cl, ¡md sucdndte dehydrogendSe eomplex subunit B exprcssion were 
significanlly decreased in some ALS palienls (Un el aL, 2009). 
[n the mSODl miee or ce[[ culture familia[ ALS model, comp[exes 1, I I and IV oi the electron 
Iransport chaín exhibíl docreased enzyme actí"ílies, even at early slages oi Ihe discase Gung 
et al., 2002; Mattiazzi el aL, 2002; Menzies el al., 2OO2a,b). In G93A-SODl míee Ihe 
associalion oi cytochrome c wilh Ihe inner milochondrial membrane was reduced and Ihere 
was a significdnt de<:rease in rcspiralory chain complex [V (Kirkinezo~ el aL, 2005). SOD­
eontaining dggregates (Higgins et dL, 2002; Jaarsnm et al., 2001; Pdsinelli et aL, 2004) and 
de<:reased oxygen consumplion, lack oi ADP-dependenl respiratory conlrol, and decreased. 
lllembrdne potentidl (C<lssind et aL, 20CtS), were obsel"\'t>d in mitochondrid from spindl cord 
of tr,msgenic mSODl rodcnls. 
In neuronal cultures, glutamate-medialed exciloloxicily causcd significant changes in 
mitochondrid[ function, such as decline in ATP levels, mitochondria[ tr¡msmembrane 
potcnlial collapsc, decreased mitochondrial and cellular oxygen consumption, and oxidative 
phosphorylation uncoupling, al! these evenls preceding cel! death (Ankarcrona et aL, 1995; 
Atlante et aL, 19%; Maus el aL, 1999; Monje el aL, 2001). There i5 a link bt.-hveen 
excilotoxicily-induced inlracellular Ca2> overload and Ihe collapse oi Ilw,,,, since intracellular 
Ca2> increase and its aceumulation in mitochondria are sufficient lo induce prominenl and 
persistent depolarizalion, leading to milochondrial dysfunclion and to neuronal dealh in 
vilro (Schinder el aL, 1996; ""hile & Reynolds, 1996). 
Few studics on excitotoxicity have been carried out in vivo. In our I<lboratory we have 
developed Iwo experimental mode[s oi spinal motor neurons degeneration by 
overactivation of AMPA roceplors, both by iniusing AMPA diroclly in Ihe lumbar spinal 
cord of rats. In Ihe Hrst one AMPA is adminislered through núcrodialysis cannulas during 
shorl time periods (Corona & Tapia, 2(04) and in Ihe other AMPA is infused chronically 
durine severa] dily5, using osmotic minipumps (rovar-y-Romo el al., 2007). These models 
reproduce the main histopathological features of ALS: loss of lumbar motor neurons, 
aSlroglia[ acl¡vation and molor deficits that progresses lo complete para[ysis of the rear 
limbs. The main differel1ce between the Iwo modeIs is the time required for Ihe occurrence 
of motor neuron degl'lIeration alld Ihe development of Ihe paralysis. AMIJA perfusion by 
microdialysis causes a rapid loss of motor m~uron ami paralysis, occurring wilhin Ihe initial 
12 hours, while chronic AMPA infusion with osmotic minipumps triggers a progrcssivl' 
motor neuron loss and molor deficits Ihroughout Ihree lo four days. For Ihese reasotlS, Ihe 
mkrodialysis mode[ is defined as 1m acute mode] and Ihe minipumps model as a chronk 
model of spinal molor neuron degeneralion by excitoloxicity (T"ovar-y-Romo el al., 2009a). 
The most importanl feature of both models is Iha t motor neuron loss occurs without the 
influence of a genelic factor ami thus prcsumably can be used to Sludy the m~hanisms Ihat 
may be involved in motor neuron loss occurring in SALS, which accounts for o"er 90% of 
ALScases. 
We have recently assessed mitochondrial funclion in our acute model of spinal excilotoxic 
motor neuron degeneration, by sludying mitochondrial oxygen consumplion and 
Iransmembrane potenlial in mitochondria isolaled from Ihe lumbar spinal cord of rals 
perfused wilh AMPA. The AMPA-Ireated group showed decreased oxygen consumption, 
ADP-dependenl respiratory conlrol and Iransmembrane potential, as compared to control 
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mulation in Ihe gene encoding subunit [ of Ihe mitochondrial teSl'iraloT)' chain complex IV 
(Comi el al., 1998). The eleclron trilnsport chain proteins FAO s}'llthetase, riboflavin kinilse, 
cylochrolllc C1, ¡md succirklte dehydrogenase complex subunit B expTession were 
significantly decreased in some ALS patients (Un et aL, 2009)_ 
[n Ihe mSOD1 miel" or cell culture familial ALS modeL complexes 1, !l and IV of the electron 
transport chain exhibí! decreased enzyme aClivilies, even at earl}' slages of the disease Uung 
el al., 2002; Malliazzi el al., 2002; Menzies el al., 2002a,b). in G93A-SOD1 mice Ihe 
association of cytochrome c wilh Ihe inner milochondrial membrane was reduced and Ihere 
was a signifieanl decrcase in rcspiralory ehain cOllll'lex [V (Kirkinezos el al., 2005)_ SOD­
conlaining aggregales (Higgins et al., 2002; Jaarsmil el al., 2001; Pasinelli el al., 2004) and 
decrcased oxygen consumption, lack of ADP-dependent respiratory conlrol, and decreased 
membrillle potential (Cassina el al., 2008). were observcd in lllitochondria frOIll spinal cord 
of transgenic mSODl rodents_ 
[n neuronal cultures, glutanmte-mediated exci!otoxicity úluse..-l significant changes in 
mitochondrial function, sllch as decline in ATP levels. mitochondrial transn1(>mbrane 
potential C01lilpse, ..-Iecreased mitochondrial and ce1lular oxygen consumption, and oxidative 
phosphorylation uncoupling. all these evenls preceding cel! death (Ankarcrona et al., 1995; 
Allante el al., 19%; Maus el al., 1999; Monje el al., 2001). There is a link belween 
excilotoxicily-induccd inlracellular Ca2' overload and Ihe collap$(' of ll.\iI"" since intracelluIar 
Ca2• increase and its aCt-uTIlul<l\ion in mitochondria Me suffidenl lo induce prominenl and 
persistent depolarizfltion, leading lo milochondrial dysfunclion and lo neuronal dealh in 
vitro (Schinder el al., 1996; VVhile & Reynolds, 1996)_ 
Few sludics on excitotoxicit}' have bcen carried oul in vivo. In our laborator}' we have 
developed Iwo ex¡x>rimental models of Sl'inal motor neurons degeneriltion by 
overactívation of AMPA receplors, both b}' Ílúusing AMPA directl}' in Ihe lumbar spinal 
cord of rals. In Ihe first one AMPA is adminislercd through nticrodialysis ca!UlUlas during 
shorl time periods (Corona & Tilpia, 2004) and in Ihe other AMPA is infused chrol\ically 
during several days, using osmotic minipumps (fovar-y-Romo el al., 2007). Thcse lllode1s 
reproduce Ihe main hislopathologic¡¡J featuTes of ALS: los5 of lumbilr motor neurons. 
aSlrog1ial arlivation and molor deficits that progresses to complete panllysis of the rear 
limbs. The main difference between the !\VO models is Ihe lime require..i for the occurrence 
of motor neuron degeneration and the developil\e!\1 of Ihe paralysis. AMI'A perfusion by 
microd ialysis causes 11 rapid loss of motor !\euron ami pamlysis, o .... curring wilhin the initial 
12 hours, whilc chronic AMPA infusion with osmo1ic minipumps trigscrs a progrcssive 
motor neuron 10ss and !\lotor deficits throllghollt three to iour days. For these reasons, Ihe 
microdialysis model is defined as an acute model and Ihe minipumps model as a l-hronic 
model oi sl'iml motor neuron degeneration by excitoloxicily (rovar-y-Romo el al., 2009a). 
The most importanl feature of both models is that motor neuron loss occurs without the 
influence of a genetic factor and thus presumably can be u5cd 10 study the mechanisms Ihal 
may be involvt'd in motor neuron loss occurring in SALS, which a,·counIS for over 90% of 
ALScases. 
We have recently assessed mitochondrial function in our acute model of spinal excilotoxic 
motor neuron degeneration. by studying milochondrial ox}'gen consumption and 
transmembrane potential in mitochondria isolal,-..:[ from ¡h(' lumbar spinal cord of rals 
perfused wilh AMPA. The AMPA-treatcd grollp showcd decreased oxygen consllmption, 
ADP-dependenl respiratoT)' control and lr¡lIlsmembrane potential, as compared 10 control 
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to the facl lhal ATP s)'nthesis r€quires a thermodynamic threshold for óo.¡¡"" while Ca~ o 

transporl can proceed al much lower óo.¡¡m and excessive Ca2+ concenlralions reduce t.o.¡¡m 
dramatically. \Vhen Ca2+ concentration does nol recover below the critical poinl, excessive 
Calo overload in Ihe mitochondrial matrix can Icad to milochondrial swelling, loss oi 
respirator)' conlrol, incrcased milochondrial l{OS generalion, t.'I'm collapsc (depolarization) 
diminished A 11' synthesis, and Ca20 release from Ihe mitochondrial matrix caused by inner 
milochondrial membrane permeabilization through the mitochondrial perllleability 
transilion pore (MPTP, a large protein cOlllplex forming a non-selective pore through the 
inner mitochondrial membrane) (Al-Nasser & Crompton, 1986; Nicholls & Budd, 2000; Peng 
& Jou, 2010). When milochondrion depolarizes, acculllulaled Ca20 goes back inlo the 
cyloplasm, eilher through the Ca20 uniporler, the Nao /Ca2o exchanger, or Ihrough the 
MPTP. Since ll.p depends mainly on t.1jI,,,, ils collapse causes ll.p collapse, which results nol 
only in halting ATP synthesis bul also in a rapid cytoplasrnic ATP hydrolysis because ATP 
synthase catal)'tic function reverses in an attempt to restore dp. 
In molor neurons, the damage produced by these alteralions may be enhance<1 because they 
do no! have suffident mitochondrml Ca2+-buffering capad!)', due in parl 10 a lower 
mitochondrial densily per volume compared to non-motor neurons (Grosskreutz et al., 
2007). In addilion, olher buffering mechanisms are deficienl in spinal and corlical motor 
neurons because they lack the Ca~+-binding proteins calbindin D-28K and parvalbumin. This 
may explain wh)' other motor neurons that express these proleins, such as those located in 
OCulOmOlor and Onuf's nudci, are not usually affected in ALS (Alcxianu et al., 1994; Cclio, 
1990; Ince et al., 1993; Palecek el al., 1999). For al! these reasons, mitochondrial Ca2' overload 
plays a key role in glutamatergic excilotoxicit), (Nicholls el al., 2003), given that 
ovcracliviltion of Ca~--pcrmeablc AMPA re...-eptors, which are abundan! in spinal motor 
neurons, confers lo Ihese cells a special vulnerabilily lo AMPI\ receplor-medialed 
exciloloxicil)' (Corona & Tapia, 2007; Grosskreulz el al., 2010). AMPA exposure lo spinal 
motor neuron cultures results in an intracellular Ca2' concentra!ion increase tha! triggers 
milochondrial Ca2' overload, depolarizalion and ROS general ion (Carriedo el al., 2000). So, 
Ihcrc is abundant cvidencc Ihat suggcst thilt mitochondrial dilmagc, probably re\¡¡ted to 
Ca2' homeostasis disturb¡¡nces, is involved in SAI..5 ¡¡nd FA1..5 (Manfredi & Xu, 2005; 
Menzieset al., 2002¡¡; Swerdlow et aL, 1998; von Lewinski & Keller, 2005). 

3.2 Energy deficits 
Due lo Ihe large size of molor neurons and Iheir long processes re¡¡ching muscles, Ihey have 
an expensive energy cosl and Ihis rendees them very vulnerable to energy deficits. Much of 
Ihe ATP dem¡¡nd in neurons is used in the ion pumping through pl¡¡sll1¡¡ membrane lo 
mainl¡¡in memlmltle polenlial. Thus, N¡¡+/ K--ATP¡¡se is Ihe mosl dem¡¡nding ATP process in 
neurons (ScOIl & Nicholls. 1980) in order lo expel Na' excess rcsulting from cxcilation. 
Intracellular Ca2' regulation by Ca-A11'ases is also highly energy consuming, as previously 
discussed. 
There is abundant evidence oolh in vitro and in vivo thal any restric lion in Ihe abili ly of the 
cell to generate ATP can exacerl"l.1.te or even induce glutamatergic excitoloxicily. The energy­
Iinked exciloloxic h)'polhesis (Beal el al., 1993; Greene & Greenamyre, 19%; Novelli el al., 
1988) proposes Iha! the correlation between excitotoxic damage and energ)' reslriction is due 
lo plasma membr¡¡ne depoldrizalion. Diminished A11' levels cause iI decrease in NiI-/K·­
ATPase and Ca2·-A11'.lse funClions, lessening Na' and Ca20 remov.1L This triggees plasma 
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lo Ihe facl Ihal ATP s)'nlhesis r€quires a Ihemlodynamk Ihreshold for ll.q.om. while Ca~ ' 

transporl can proceed al much lower ll.q.om and excessive Ca2' concentrations reduce ll.'t'm 
dramalkall)'. When Cal' concenlralion does nol Tecover below lhe crilical poinl, excessive 
Calo overload in Ihe mitochondrial malrix can lead lO mitochondrial swelJing, 105S of 
rcspiratory control, incrcased mitoehondrial ROS gcncratiun, ll.lIIm collal:>SC (dcpolarizatiun) 
diminished A TP synthesis, and Calo rclease from Ihe mitochondrial matrix caused by inner 
mitochondrial membmne permcabilizalion through Ihe milochondrial permeability 
transi tion pore (MPTP, a large protein complex fonni ng a non-selective pore Ihrough Ihe 
¡uner 111ilochondrial nwmhrane) (A l-Nasser & Cromplon, 1986; Nicholls & Budd, 2000; Peng 
& Jou, 2010). When milochondrion depolarizes, accumulaled Ca2' g(){'s back inlo Ihe 
cyloplasm, ('ilh{'t Ihrough the Cal' lIniporler, Ih¡~ Na' /Cal ' exchanger, or Ihrollgh Ihe 
MP"IlJ. Since II.p depends nminly on d\j1.", ils collapse causes II.p collapse, which TesultS not 
only in hal ting ATP synlhesis bul also in 11 ral'id cyloplasmic ATP hydrolysis becl1uSC ATP 
synlhase catalylic function rcverses in an ¡¡tlcmpl 10 reslorc L\p. 
In molor neurons, Ihe damage produced by Ihese alterations may be enhancet:! becausc Ihe)' 
do not have suffident mitochondrial Calo-buffering capad!y, due in par! to a lower 
mitochondrial densily per volume compared to non-motor nellrons (Crosskrelllz et al., 
20(7). In add ilion, oliler bllífering mechanisms are dclidenl in spinal and cortical molor 
neurons becausc Ihe)' lack Ihe Ca2--binding proleins calbindin D-28K and parvalbumin. This 
may explain why olher molor neurons Ihal express lhese proleins, such as Ihose localed in 
ocUIOlllotor and Onuf's nudei, are not usuaUy affcctcd in ALS (Alexianu el al., 1994; Celio, 
1990; lnce el al., 1993; Palecek el ¡¡l., 19(9). For ¡¡lIlhese reasons, milochondrial Ca2' overlOl1d 
plays a key role in glutamalereic exciloloxicity (Nicholls el al., 2003), eiven Ihal 
overactivalion of Calo-permeable AMPA re<.:eplors, which are Clbundanl in spinal motor 
neurons, confers lo these cells a special vulnerabilily lO AMI'I\ receplor-media ted 
exdlotoxicity (Corona & Tapia, 2007; Crosskreulz el al., 2010). AMPA exposure lo spinal 
molor neuron cultures results in an intracellular Ca20 concentration increase that lriggers 
milochondrial Cal' overload, depolar izalion and ROS generalion (Carriedo et al., 2(00). So, 
Ihere is abundanl evidence Ihat suggesl th¡1t mitochondrial d¡unage, probably relaled to 
Ca2' homeoslasis disturbances, is involvcd in SA1..5 and FA I..5 (Manfredi & Xu, 2005; 
Menzies el al., 2002a; Swerdlow el al., 1998; \'on U!winski & Keller, 2005). 

3.2 Energy deficits 
Due lo Ihe large sj¡¡e of molor neurons illld Iheir long processes reaching muscles, Ihey have 
an expensi\'e energy cosl and Ihis renders them very vulnemble lo energy deficils. Much of 
Ihe ATP demand in neurons is lIsed in !he ion pumping Ihrollgh plasma membrane lo 
mainlain nwmbr,me pOlenlial. Thus, Na-/ K--ATPase is Ihe lllost demanding ATP process in 
neurons (Seoll & Nicholls, 1980) in order lo expcl Na' excess resulling from exdlalioll. 
Intracellular Ca2' regulation by Ca-ATPases is also highly energy consuming, as previously 
discussed. 
There is abundanl e\'idence bolh in \,¡Iro and in vivo Iha! any restric tion in Ihe abili 'y of Ihe 
cell lo generale A TP can eXl1cerbale or even induce gllllamalergic exciloloxicity. The energy­
linked exciloloxic hypolhesis (Deal e l al., 1993; Creene & Creenamyre, "1996; Novelli et al., 
1988) proposes Ihal Ihe correlation belween exciloloxic damage and energ)' reslriction is due 
lo plasma membrane depolari:zalion. Diminished ATP levets cause ,1 decrease in Nao¡K<_ 
ATrase and Ca2·-ATP.1SC fun\~tion5, lessenine Nil ' ¡md Ca2' removal. This Iri8ljers plasma 
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ROS production, Iriggering or increasing ceHular injure. Among Ihem, milochondrial Ca2+ 
overlOild resulting from NM DA, AMPA or kilinate receptor overilctivation (Carriedo el al., 
1998; Cilrriedo el aL 2000; Dugan el al., 1995) increascs ROS production (Dykens, 1994; Peng 
& Jou, 2010); Ihus, an iniliill exciloloxic evenl mighl illso conlribule lO increased oxidillive 
slress. 
In addition, it is importanl lo consider thal mitochondria are nol only ROS producers bul 
also Ihilt Ihe)' ilre il susceplible tilrgel of Ihel11. Thereby, in a pillhologic silUillion where iln 
increased ROS produclion 0CC UTS iniliillly, oxidillivc damage lO milochondriallipids, nucleic 
acids and prOleins can reduce milochondriill respiralion, dislurb nornml funclion ami 
seriously damage Ihis organelle (Lena ... el al., 2002) . Furlhcrmore, milochondrial DNA is 
more susceptible lo oxidative clamage Ihan nuclear DNA, due lo ils close localion nexl to an 
imporlant ROS produclioll sile, lo Ihe 1¡lCk of prolcclive hislones ¡md lo less cffective repair 
mcchanisms, as compan .. ...:llo Ihe nuclear DNA (Richler el al., 1988). Milochondriill re<lox 
slalus also influences Ihe opening of Ihe MPTP, since il is enlmnced by oxidalive slress in 
i$Olale<! mitochondria (Saxena el al., 1995). 

4. Mitochondrial structural damage in AlS and experimental motor neuron 
degeneration 

The deilth process involved in the motor neuron loss characleristic oí ALS is nol yet fully 
underslood. Several funclional alleralions presenl in bOlh human disease and experimental 
models have been reviewed in Ihe previous scctions, bul several sludies have shown also 
morphological and ullras lruclural l-hanges in molor neurons Iha! may lX' ilssocialed wilh 
apoplosis andjor necrosis. 
Postmortem exmnination of ALS palients tissues has revealed morphologic.l1 and 
ullraslruclural abnormalilies in mitochondria. AI)'pical milochondrial aggregales were 
found in skeletal muscle subsarcolemmal region and in inlramuscular axons (Afifi el al., 
1966; Alsumi, 1981), and morphological abnormalities were illso del('CtN in proximal ilxons, 
as well as dense duslers of milochondria in the venlral hom of spinal cord SALS p.llients 
(Hirano et al., 1984a; b; Sasaki & Iwala, 1996). Ciant mitochondria wilh inlramilochondrial 
inclusions were observed in the liver oE some ALS palients and Ihese alterations \Vere 
diS(>(lS(> specific (Nakano el al., 1987). Furlher, milochondria with increasro volume and 
with high Ca2+ conct'ntralÍon werE.> found in molor nervE.> tE.>rminills in musclE.> biopsies of 
alive ALS p<1lienlS, which were nOI observe<1 in p,ltients wilh olher neurop<llhies or in 
conlrol subj('Cts (Siklos et al., 1996). Ultr,lslructural danmge oE milochondria, char,lClerized 
by swelling amI rounding, was recently described in plalelets oE ALS patienls (Shrivast¡¡va 
& Vivekanandhan, 2011; Shrivaslava 1'1 al., 2011a,b). 
The main problem wilh palhological studics in human AloS is Ih<.' difficulty in del<.'rmining 
whelher the alterations observed are a cause or a conSl:'{Juence oí the disease. This highlights 
the importance of developing experimenlal models of molor neuron dealh lo Sludy Ihe 
temporal progress of the morphological changes, including IhE.> alteralions of mitochondrial 
slrurlure. Wilh lhis objeclive, we have rl"Cl'nlly studiN the ull raslruclural changcs oí 
milochondri.l in oolh our acute and chronic models oí spinalmotor neuron dealh described 
aOOve. In Ihe acute model we observed molor neurons wi th mitochondrial swelling as soon 
as 2 h afler AMPA perfusion, followed in a few hOUTS by the rupture of mitochondrial. 
nuclear ilnd plasma membranes, which IN lo lotal neuronill disruplion. These 
ultraslrurlural altE.>rillions arE.> rharaclE.>ristic of a necrotic process. In conlrasl, in thE.> chronic 
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ROS prodm:lion, Iriggering or increasing ceHular injure. Among Ihem, milochondria] Ca2-
overlood rcsulting from NMDA, AMPA or kainatc receplor overactivil tion (Cilrricdo el (11., 
1998; Cilrriedo el ¡¡I., 2000; Dugan el al., 1995) inereases ROS produetion (Dykcns, 1994; Pcng 
& Jou, 2010); Ihus, an inilial o:-xciloloxic: evcnl mighl also conlribule lo increaSt.'íI oxidalive 
slress. 
In addilion, il is important lo consider thal milochondria are nol only ROS producers bul 
also Ih¡lt they are a susceplibl{' targe! of thClll. lllCrcby, in a palhologic situation wherc an 
im:rea$l..,<1 ROS produclion Ot..""C urs initially, oxida ti\'(' damage lO mitochollllriallipids, nudeic 
adds and proleins can reduce milochondrial respiralion, di51urb normal fundion ami 
seriously damage this organelle (Lenaz et al., 2002). Furthennore, mitochondrial DNA is 
more susceptible lo oxidalive damage Ihan nuclear DNA, due lo ils close lomlion nf>xl lo an 
important ROS produetion sitc, to Ihe lilek oi proh .. 'Ctivc histollt..'S and to Icss effectivc rep¡lÍr 
mt'(:hanisms, as compan .. >(\ lo Ihe nuclear DNA (Richlcr 0:-1 al., 1988). Mitochondrial reflox 
status also influem:es the opening of Ihe MPTP, since il is enhanced by oxida tive slress in 
isolaled mitochondriil (5<1xena et al., 1995). 

4. Mitochondrial structural damage in AlS and experimental motor neuron 
degeneration 

The de¡¡lh process involved in the molor neuron loss characlerislic of ALS is not yet iully 
understood. Several funclional alterations presenl in OOlh human disease and experimenl¡¡1 
models l¡¡¡ve been reviewed in Ihe previous sections, bul several sludies have shown ¡¡Iso 
lllorphologic¡¡l and llltrastrllctur¡¡1 l"hanges in molor neurOIlS Ihal Illay Ix> assoo,:i¡¡ted with 
apoplosis andj or necrosis. 
Postmortem examinalion oi ALS palients tissue5 has revealed morphologiC<11 and 
ultmslructural abnonnalities in mitochondria. Alypiral mitochondrial aggregates were 
found in skeleta] muscle subsarcolemma] region ami in intramuscular axons (Afífi el al., 
1966; Atsumi, 1981), and morphological abnormaliti{'S we\"(' also detecled in proximal axons, 
as well as d ... nse c1uslers of milochondria in Ihe venlral hom of spinal cord SALS jl<llienl~ 
(Hirano el al., 1984a; b; Sas,¡ki & Iwala, 19(6). Ciant mitochondria wilh inlramilochondrial 
inclusions were observed in the liver of some ALS palients and Ihese alterations were 
diS('aS(' specific (Nakano l't ¡¡1., 1987). Further, mitochondri¡¡ with increased volume ¡¡nd 
with high (a2- concentralion were iound in motor nerve terminals in muscle biopsies of 
alive ALS jl<ltienls, which were nOl ohserved in palients with olher neurOralhies or in 
conlrol subjects (Siklos et al., 1996). Ultrastructur.l1 danmge of milochondrh¡, characterized 
by swelling ami rounding, was recently described in platelets of ALS patienls (Shrivastava 
& Vivekan¡¡ndh¡¡n, 2011; Shrivastava et ¡¡I., 2011a,b). 
TI\(' main probl"m wilh p.""llhological studi('S in human ALS ;5 Ihe difficu lty in d"I"rm;ning 
whelher Ihe allerations observed are a cause or a consequence oi Ihe disea$e. This hiehlighls 
the importance of developing experimental models of molor nellron dealh lo sllldy Ihe 
temporal progrcss oi the morphological changes, induding the allerations of mitochondrial 
slructure. With this objeclive, we havo.' recentl}' studied thC' ul lr¡¡slruclural changcs of 
mitochondrj¡¡ in \x¡Ih our ¡\(ule and cmonic models oi spinal motor neuron death described 
ahoye. In Ihe acule model we observed motor neurons wilh mitochondrial swelling as soon 
as 2 h afler AMPA perfusion, followed in a fel\' hours by Ihe rupture oi mitochondrial, 
nude,\[ and plasma llWlllbranes, which led lo lotal ncuronal disruption. 111('5(' 

ultraslnKtural (llterations are dlaral"teristk oi a llecrotic process. In conlrasl, in the chronic 
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The mitochondrial damage seen in our models is similar lo ¡hose observed in Ihe human 
discase and also in musclc and spinal cord of mSODl rodent modcls, namcly mitochondrial 
íragmcnlation, enlargelllcnL vacuolizalion, rearrangement oí Ihe crislae and swelling 
(Bendolti el al., 2001; Kong & Xu, 1998; Martin el aL, 2009; Menzies el al., 2002b; Wong el aL, 
1995). The- obst>rve-d rl'arrange-me-nl of Ihe- inne-r me-mbrane lo form small vacuoles has bce-n 
associated with an alteration in the MPTP permeabilit)' and also with the trigger o( intrinsic­
apoptosis palhway by re!ease oí proapoplotic íaCIors, such as cytochrome C (Bendolli et al., 
2001; Marlín, 2010; Martín et al.. 2009; Ohta el al.. 2008) followed by Ihe c1eavage of caspases 
(U el al., 2000; Pasinelli el al., 2000) Fig. 2 illustrales the ultrastnu.:l ural mítochondrial 
damage and shows a schematic reprcsentation oí the mechanisms associilted wilh Ihese 
illlcriltions. 

5. Conclusions 

Allogelher the foregoing data suggesl lhal mitochondrial respiralory chain damage is a 
relevant event in ALS pathogenesis, although il is still unknown if milochondrial 
abnonnalities are Ihe cause oí Ihe disease process or ii they are consequence oí neuronal 
degeneralion. However, it is clear from Ihe evidence reviewed here Ihal milochondria 
dcfínítely playa central role in determíning Ihe fale of motor neurons and in their 
degenerillion process. This evidence COmes from studies in several tissues oí ALS patients, 
ooth from biopsies or from postmorlem obscn'ations, and from direct meaSUTCments of 
mitochondrial function in experimentalmodels of motor neuron degeneralion, both in vilro 
and in vivo. These experimenlS clearly point to energy deficils and disruplion of Ca2-
homeostasis and axonallranspor\. 
Inlegrily of Ihe mitochondria morphology and slructure is pivotal for their function and for 
cellular healih. It is interesting Ihal similar structural alteralions have been observed in ALS 
lissues and in in vilro and in vivo models of motor neuron degeneration, induding 
Iransgenic mSODl rodents and excitoloxicily. Clearly, this damage can be associated wilh 
Ihe mitochondrial iunclional deficilS, which trigger deleterious process resulting in cellular 
death by apoptosis, necrosis or a combinalion oí Ihese mechanisms. Although thert> is 
biochemical evidence oi an apoplolic proccss involvíng Ihe mílochondria, no ultrastructural 
evidence oí dassic ¡¡poptosis, suth as apoptotic bodics, hils !Jecn found. Rilther, 
mitochondrial swelling ilnd mcmbrilne disruption are frcqucntly observcd, suggesting the 
predominance of a necrolic process. 
The evidente for a role of t alcium homeostasis disruption in Ihe induclion of neuronal death 
is vas\, and Ihe involvemenl of milochondria in Ihis mechanism seems determinan\. The 
advances in the elucidalion of Ihis process should help lo understand Ihe importance of the 
pr(>S('rvalion of mitochond rial slrllcture and function, which hope-fully can l('<Id lo the 
design of prevenlive and therapeulic measures for Al.S. 
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The mitochondrial damage seen in our models is similar lo those observed in the human 
discase and also in muscle and spinal cord of mSODl roden! modcls, nanwly mitochondrial 
fragll1entation, cnlargcment. v3cuoli:i!:alion, rearrangcmcnt oi the cristac and swclling 
(Bendolli el al., 2001; Kong & Xu, '1998; Marlin el al., 2009; Menzies el al., 2002b; Wong el al., 
1995).111(' observed rearr3ngell1enl of lhe i!lner lllembr3n(' to íorm slllall vacuoles has ~n 
(lssociated with (In ulteriltion in the MPTP penneubilit)' und "Iso with tI\(' trigger of intrinsic­
apoptosis pathway by re!ease oi proapoptolic ía(tors, suth as tytochrome e (Bendolli el al., 
2001; Martín, 2010; Martin et al., 2009; Ohla et al., 2008) followed by Ihe deavage of caspases 
(Li el al., 2000; Pasinelli et al., 2000) Fig. 2 illustrales lhe ultrastnu.:tural mitochondrial 
dalll¡¡ge and sho\\'s a schematic rcprcscntation of the mcchaniSlllS associ¡l\('d with thesc 
al ter3tions. 

5. Conclusions 

Allogether Ihe foregoing dala suggesl Ihal milochondrial resriralory thain damage is a 
relevanl evenl in ALS pathogenesis, although il is still unknown ir milochondrial 
abnorlllalities are Ihe cause oi Ihe disease process or i f Ihey are consequence oí neuronal 
degeneration. However, it is dear from the evidence reviewed here that mitochondria 
definitely playa central role in determining the fale of motor neurons and in their 
degencfation process. This evidence comes from studies in several tissu(>s of ALS paticnts, 
bolh (rom biopsics or from pOSlmortelll obscn'ations, and frOm dirccl measurcments of 
mitochondrial function in experimental models oi motor neuron degeneration, both in vitro 
and in vivo. These experiments dearly point to energy deficits and disruption of Ca2-
homeostasis and axonal transporl. 
Inlegrily of the mitochondria morphology and structure is pivotal for their function and for 
ceHular heallh. 11 is interesling lhat similar structural alteralions have lJe(on obsl>rved in ALS 
tissues and in in vilro and in vivo Illodels of motor neuron degeneration, including 
transgenic mSOD1 rodents and excitoloxicily. Clearly, this damage can be associated wilh 
Ihe mitochondrial fun ctionaJ deficils, which trigger delelerious process resulting in ce!lular 
dcath by apoptosis, necrosis or a combination oí these mcchanisms. Although therc is 
biochemical evidence of an apoptotic process involving the mitochondria, no ultrastructural 
cvidence of d¡¡ssic ¡¡Poplosis, such as ¡¡poptolic bodics, has bco:-n iound. Rathcr, 
mitochondrial sw(>!ling and Ill(>mbrane disruption are frcquently observcd, suggesting the 
predomirumce of a necrolic process. 
The evidente for a role of ca[ciulll homeostasis di~ruption in Ihe induclion oí neuronal dealh 
is vasl, and Ihe invoJvement of mitochondria in Ihis mechaniSIll seems determinan\. The 
advances i.n the elucidation of this process shou[d help lo W1derstand the importance of the 
pr('S('rvalion of milochondri¡¡l slructurc and fttnction, which ho~)('fully can ¡ead to lhe 
design of prevenlive and therapeutic measures for ALS. 
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Retomando a la ex citotoxicidad como un m ecanismo que causa la 

degeneración de  las MNs, e n el  laborat orio se h an de sarrollado dos modelos de 

degeneración e spinal lumbar, los cuale s causan la muerte de las MNs y 

subsecuentemente, parálisis por la sobr eactivación de los rece ptores AMP A. Las 

principales dif erencias entre a mbos modelos son: el  método de  ad ministración del 

AMPA y el tiempo en el que se presentan los déficits motrices. En el modelo agudo 

la microdiálisis del AMPA 6 mM (50 µl en 25 min) en la médula espinal, induce, en 

tan solo tres horas, la muerte de las MNs y la parálisis de la extremidad inervada por 

estas (Corona y Tapi a, 2004 ). En el  modelo crónic o, se e mplean minibombas 

osmóticas como vía de administración de AMPA 7.5 mM. La muerte de las MNs y 

sus consecuencias ocurren de manera progresiva a lo lar go de varios días (Tovar-y-

Romo et al., 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Utilizando nuestros m odelos para el estudio de los mecanismos de 

degeneración de las MNs se han de sarrollado estrategi as de n europrotección, 

enfocadas en combatir alguno de los mecanismos descritos en el capítulo presentado 

Figura 2. Esquema que ilustra los principales mecanismos involucrados en la neurodegeneración de las 
MNs, s eñalando co n r ecuadros l as es trategias d e n europrotección q ue s e han utilizado en  n uestro 
laboratorio.  
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(Figura 2) . Estas estr ategias han usado agentes antioxidan tes como m edio de 

protección, sustratos energéticos (Corona y Tapia, 2004, Netzahualcoyotzi y Tapia, 

2014, Santa-Cruz y Tapia, 2014, Santa-Cruz et al., 2016), también factores tróficos 

como el VEGF, el cual protegió incluso después de iniciado el proceso excitotóxico 

(Tovar-y-Romo et al., 2007, Tovar-y-Romo y Tapia, 2010, 2012). 

 

Alteraciones de los circuitos inhibitorios en la ALS 

El presente estudio también se enfocó en el papel de los circuitos inhibitorios en la 

degeneración de las MNs espinales, por ello como parte final de la sección de 

antecedentes incluimos la revisión “Spinal inhibitory circuits and their role in motor 

neuron degeneration”, publicado en la revista Neuropharmacology, 2014, (82): 101-

107, la cual se enfoca en el estudio y descripción de las redes neuronales espinales y 

sus alteracion es en la  ALS , alteracio nes de scritas en modelos ex perimentales y 

también en la clínica, pero que han sido poco estudiadas. 

Resumen de este trabajo 

En la m édula espinal la actividad neuronal es controlada por el b alance entre las  

neurotransmisiones ex citadoras e inh ibidoras, mediadas p rincipalmente por los  

neurotransmisores glu tamato y GABA/glicina, respect ivamente. Cuando  este 

equilibrio se afecta, ya sea por un incremento de la activi dad glutamatérgica o bie n 

por un decre mento de la actividad GABA érgica, el resultado es el incre mento de la 

excitabilidad neuronal,  el cual puede llega r a desencadenar degener ación mediante  

procesos de exc itotoxicidad, causan do muerte neur onal y daño f uncional según el  

área af ectada. Altera ciones de este equ ilibrio han sido a sociadas con la  

hiperexcitabilidad de l as MNs espi nales y s u degeneració n en la  ALS. En esta  

revisión se aba rcan las generalidades de las r edes neuronales de las  astas ventrales , 

así como l a posib le implicación de  los cir cuitos inhibidores en  la de generación de 

las MNs en ambos tipos de ALS. Uno de los principales componentes de los 

circuitos espinales son las interneuronas, las cuales según la expresión de factores de 

transcripción se clasifican como: dI1 a dI6, V 0 a V3, VMW, muchas de estas clases 
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son inter neuronas exc itadoras y solo las  c lases V2 b, V0 C/G, V 0D y V 0V son 

inhibidoras. Dentro d e la médula, interneuronas y n euronas de pro yección se 

organizan en r edes locales lla madas centros organizadores de  patro nes, los  cuale s 

controlan d iversos patrones motores co mo la loco moción, la masticación y  la 

respiración. Un componente i mportante d e estos circuit os son  la células de  

Renshaw, las cuale s median la i nhibición rec urrente de las MNs, que en conjunto  

con las demás interneuronas controlan la exci tabilidad de las MNs. Recientemente 

se ha dem ostrado e xperimentalmente e histopatol ógicamente que durante el 

progreso de la ALS existe un decremento de la actividad de los circuitos inhibidores, 

el cual se asocia principalmente con la pérdida de las células de Renshaw, o bien con 

una reducción en s u acción inhibido ra ocasionada por un d ecremento de su  

excitabilidad mediada por interneuro nas colinérgicas. Finalmente, una falla 

inhibidora por cualquier mecanismo puede conducir a la de generación de l as MNs, 

sugiriendo a l os cir cuitos inh ibitorios y las células  de Renshaw co mo blanco s 

farmacológicos para el tratamiento de la ALS. 
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means of the control of Ihe "mplitude of locomotor ;>o;livily 
gener~le.:! by motor neuron output (Iwag.¡ki ~nd Mile~, 2011. 
TJccola et al., 2004.1, 2004b). 

Other sp in,,1Ileuromodulators Jre dassifie.:! into several dJSSI.'s 
according their chemical nJlure. The fi~t group. biogenic Jmines. 
arises from cerebral struClu",s. Seroloninergic p.1lhways originale 
in Ihe raphe Iluelei ~nd reach spinalmotor neurons (Alvarez el al .. 
1998; Maxwell et al.. 2000). Renshaw cells (Carr el al.. 1999). 
cOl1llllissur~1 intern{"urons (HammMI.'I ~l.. 2004). voc intcrnl.'"urons 
(Zagoraiou el al.. 2009~ V2-derived imemeurons (AJ_Mos.awie 
1.'1 al.. 2007). Hb9-inll.'"rneurons (Wilson et al.. 2005) and neurons 
in laminae VII and VIII. Noradrenergic palhways originate from 
locus coeruleusand brainsrem (Commissionget al .. 1978: Wesllund 
1.'1 di .. J9Sn and llIakl.'" syndplic comacts On motor nl.'"urons 
(Gladden el al.. 2000: Rajaofl.'"rra el al.. 1992). commissural in_ 
lerneurOnS (Hammar 1.'1 al.. 2004) .lnd inl .... neurons of laminde VII 
(Maxwelll.'l al.. 2000). Axons from dOp.lminergic neurons from 
hypothalamic Al1 region are diStribuled Ihroughoul the ventral 
horno whl.'"re dll subtyJX'S of dOp.1mine recepmrs dre expressed. It 
has been shown in prl.'"p.lralions in viTro thal dopdminl.'" s lows 
locomOlor_like rhythmic ... ctivity. while serotonin increases rhylhm 
frequeney (Barbeau and Rossignol. 1990: erillner dndJessell. 2009: 
Kil.'"hn Jnd KjJl.'"rulff. 1996 ~ 

The second call'gOty of modulators is peptidl.'"s. Experimenldl 
appliealion ofoxylocin. vdsopressin. oombesin .lOO TRH edil Irigger 
tonic or loosely ooordinated rhythmic aClivity when applied in 
in vilro prep.lrations. whereas olber pcptides like proctolin and 
neurolensin increasl.'" Ihe frequl.'"ncy oflocomotion. and subslancl.'" P. 
met -enkephdhn and oxytocin decrease il (B.1rriere el al .. 2005: 
Banhe and Clarac. 1997: Pearson 1.'1 a l .. 2003: Rekling et al .. 
20oo~ Table I summJri zes the nl.'"urotransminl.'"rs Jnd modulalOrs 
of Ihe spinal cord cireuilry. 

J _ Role o f ¡nhibitory neurotra nsmission in experimenlal 
motor neuron dealh 

Ele.::lrophysiological experimenls earrie<! oul in vitro. in spill .. 1 
cord organOlypic cu ltures (KlID el JI.. 2004) Jnd in cortical and 
brai nstem ,Ikes (Vdn Zundert et aL. 2008) of presymptoma¡ie 
tran,genic $OUI ALS mice. have shown the appearance of an 
intrinsic hypcrexcilabilily caUS/.."(i by the generation of ~berranl 

T.bI~ 1 
Nnlf'OI .. n.mi"~rs ,n~ modul.llOrs of .1\t opi ... t ...,.d ';'<"I'i'l}'. 

Ac<1yl<holi'I<" 
c_ 
Glyd" . 
Nor.odrtn"i .... 

Dopomine 
"'f'OIooin 

Oxytocin 
V."'?' .... n 
Ilombe<in 

~" 
Proctolln 
N<u",.~"in 

Sut>st.r« P 
M., ... n~p"'lin 
Oxy.ocin 

F ... ,i,.tory 
Inh,bn"'Y 
I nhib~o'Y 

Modut"o<y 

SI" ... ,., kIc""""or po " .,.. 
tncre. ", fr«[Uffi<)' 01 
locomotor po".,.. 
Modut"ion of MN ""ivi'y 

tnr.,,,ou ,,,ns. 
de><..oo'1\i; p.llhwdY> 

tntomou,oo ' .. ~en.""'w ,ri l 
tnr .. "ou",n ' .. ~.".""'w ,ri l 
l.O<"u. «><"I"ul<-u •• 
bt. instem. poo, 
Hypo<h.l.lmic A 11 ",jo" 

R.!pl\t "ue"¡ 

tntomeu"'ns. gt ... I . 1Id 
mic"'!ii,trell, 

", 
.lCtion potenli"ls. which might be rcl,,!ed lO Ihe occu rrence of 
neurodegenera!ion. Although Ihe ~ulhors did nOl propose an 
expl,lnJtion. it sel.'"ms possible that such hyperexcitJbility mighl Ix' 
dlle to ,1 de.::rease ill inhibitory neurotransmission. be<:anse in 
gliosomes isolale<! from Ihe spinal cord of presymptomalic ALS 
mice lhe CABA tra llsponl.'"r CAn (which is locall.'"d tlt.linly on pre­
synaptic neurons and on distal astrocytic processcs in close prox_ 
imity 10 axOn lenninals (Borden. 1996: Conlí el al.. 1998» . was 
found 10 be itlcre~sed alxl GASA rcll.'"~se was re<!uce<! (Milanese 
el al .• 2010). Furlhermore. in culture<! motor neurons from ALS 
mice a GABA.o.R dl.'"sensitization. bul only of receplors wilh 11 
subunil. was described (Carunchioel al .. 2008),and in motorcortex 
slices of the wobbler mouse a decrease in tonic GARAergk inhibi_ 
lion. relaled 10 a re<!uction in the vesicular CASA transporter. was 
found ( Nieto-Gon~alel el al .. 2011 ). In addirion. in mixe<:! and 
dissociale<! spinal eord cu ltures of ALS mice a reducl ion of glyci­
nergic ",iniature inhibitol)' postsynaptic currelllS and of lhe den­
sity of GlyRs on large-si~e<:! motor neurons (but nOI GARA 
re<l.'"pto~) was repone<! (Chang and Manin. 2011a. 2011b). 

An increase in inhibitory neurotransmission has also Ix>en 
postulare<:! as a compensatory mechanism of hyperexci!ability in 
lhe lr~II sgenie 5001 miee. on Ihe rusis of ,ln inerease in Ihe pop­
ul.lIion in conical p.uv"lbumin imernellrons. fOllnd in 111010r Jnd 
somatosensory conex (Minciacchi el JI.. 2009). However. Ihere are 
colllr~dictory resulls, sueh as ubiquilin~lion (Manin 1.'"1 ~I .. 2007) 
and loss ofputative imemeurons in the spinJI cord ofsymptomatk 
mice (Morrison el dl. 1998). Also. Rensh~w cells ~re losl during 
disease progression. and glycinergic bUI no! eABAergic synapsl'S 
around the motor ncuron ~re 10Sl since presymptomatic age. before 
I11Olor deficil and mOlor neuron loss occur (Chang and Manin. 
2009: Manin el al .. 200n The vulncrability of specific motor 
neurons pools in rhe transgenic ALS miee has been correlare.:! with 
the densily ofsubunit «1 in elyRs (I.orl.'"nzo 1.'"1 al .. 2006). whl.'"rl.'"as 
high-rcsolulion magnl.'"lic rcsonJnce Spe.::tTOS<:OPY has shown J 
de.::rease of eABA.o.R since early and presymptomatie age in Irans­
gl.'"nic 5001 micl' (Niessl.'"n el al .. 200n Allhough mulalions in 
glyr::i ncrgic rcceplors hJve bel.'"n associale<! with some motor dis­
orders chMacterized by spilldl cord hyperexcirability. sueh as 
hyperekplexia (Outenre et al.. 2012 ). thl.'"re is no motor nl.'"uron 
dl.'"gl.'"nerJtion in Ihesc disordl.'"rs. 

Spinal motor neuron incrCdscd exciubility m~y be due ro a 
de.::reased amount of the excilatOI)' of amino Jcid transponer 2 
( EMTI~ alrhough it is nOI {Iear whelher Ihis decreasc is due 10 

degeneration itsclf or pldyed a causdlive roll.'" (eanel et al.. 2006: 
Rothsteill et .11.. 1992. 1995). A role of de.::re,lscd glut,lm.1le trans_ 
porr in molor neuron hyperexeitdlion or desener.llion is nOI sup­
porled by olhl.'"r sludit'S showing lhal lite phanlldcologic deull.'" 
(CorOlld and Tapia. 2004) and chronic (Tovar_y_Romo et al.. 2009a. 
2009b) in vivo blockade of EAATl and EAATI ineredscd extracel ­
luldr glut~m,!le l{"vl.'"ls but did not produc{" mOlor nl.'"uron dl.'"gl.'"n­
eral ion in the rar spinal cord or in the transgenic SOOl mouse brain 
(Tovar-y-Romo and Tapia. 2006~ 

Using an dCUll.'" (reversl.'" microdialysis ) dnd a chronic (mini­
osmOlic pumpS) experimental procedure for Ihe infusion of drugs 
inlo thl.'" rat lumwr spinal cord in vivo (Corona and Tapia. 2004. 
2008; Tovar-y-Romo el al .. 2009a. 2009b. 2007: Tovar-y-Romo 
and Tapia. 20tO~ we have recemly sludied Ihe effecl of the 
blockade of GABA.o.R by Ihe infusion of bicuculline. and o f GlyR with 
strychnine. Various concentrdtions of strychninl.'" Wl.'"re tested ~nd 
nosignitic.lnl effe.::ts were obscrved. In contra,l. both Ihe acule and 
chronic infllsion ofbicuclllline callse<! in d dose-dependelll manner 
motor task deficits "",nifested by the occurrence of fascicularions 
and uncoordinaled and involunlary muscular conlfaClions of Ihe 
ipSilateral hindlimb and deficits in motor tasks such as rOlarod. 
From 3 days afler Ihe Ix'ginning of Ihe chronic infusion of 
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bkuculline ~ dis{rele mOlor neuron loss of ~ bout 20% w~s observed, 
The ~cute bicucullinc perfusion caused ~ tranSitorycffcct on motor 
behavior. which lasted about 40- 60 mino but no histologkal al­
ter,1Iions wen' observed. These results show th,lI inhibilOry 
GABAergic block.Ide can cause hyperexcirabililY of Ihe intraspinal 
neuronal nelworks and motor ncuron degeneration (Ramírez-jar­
quin and Tapia , in prep.lration ~ 

4. Alterat ions of inhibi tory motor neuronal p.1thways in ALS 

Some components of inhibilOry drcuits seem lO be allered in 
ALS p;orien ... GAIlA le",,!> in serum did nQt change in ALS palien!> 
during several s1ages of the disease. bUI glycine COncentra1ion was 
diminished (M,lleSSd et al.. 1991 ). No ch,lIlges in CSF GAIIA h.lVe 
been found. whereas ~n in{re~se ( Koster~-Pruslayk el ~I.. 2002 ) or 
a denedse (Maless.a et al .. 1991 ) of glycine has been described , 
Cortical hyperexci1abili1y in ALS pa1ien1s has been shown 10 occur 
in early Slages oflhe disease by Iranscranial magnelic Slimulation 
rerorde<! with superficial ele.:trodes (Vucic et al,. 2009). and this 
has been proposed as an early diagnostic marker (Eisen and Weber. 
2000). I"osl-ll1ortem analyses of corlex and spinal cord of ALS pa­
tiems have shown a d«rease in '.tI subunit ofGARA,..R. Jn upre_ 
gulation of glulamare decarboxylase expression (Perri el al .• 2006). 
dnd a decrease in glycine binding sitl.'S inthc wnlrdl horn (Hayashi 
el al .. 1981: Whilehouse el al.. 1983~ 

Sevetdl enh~ncers of GABAergic 1r~nsmission h~ve been resled 
in clinic,l l trials in ALS 1"1Iienls. Intr,1Ihec,11 infusion of the GABAa 
agonisl baclofen via a perctJlaneous pump has been used for 
spaslicity-related p.1in rreatmem, without clear beneficial cfTects 
(McClelland et al.. 2008). In one study, gabapentin (a GAIlA analog 
wilh mulliple m ... danisms of action ) reduct'rl fasciculations 
(Ron",no. 1996). but I.Ilcr phase 11 and phasc 111 trialS with magnetic 
reSOllilnce spcctroscopy analysis revea!cd no beneficial cfTects 
(Kalra el al .. 2003: Mlller el al.. 2001 ~ Nowadays, the only therapy 
,Ipproved for ALS Ire<llmenl is riluzole. bUI Ihe bcnefits procluced by 
this drug are limitC(! (Miller el al.. 200n The eXilC! mechanism of 
action of rilurole is unknown, but it has multiple properties 
ineluding inhibilion of sodium. (akium. polassium and glutJmale 
currents (Gibson and Bromberg. 2012). 

5. The ro le of Renshaw cell s 

As previously mentioned. Ihe Renshaw cell is Ihe only inter­
neuron IhJI receives Jfferems direClly from motor n ... urons Jnd 
mediates recurrem inhibilion 10 Ihem. Inhibitory terminals of 
Renshaw cells are widely distribuled over the dendrites of mOlor 
neurons (Burke el al.. 1971: FyfTe. 1991 ) dnd Iheir activily is direclly 
associaled wilh lhe aClivalion and 1Il0dulalion of mOlor neurons, 
which in lurn is important 10 delermine rhe level of excit~tion in 
spinal cord cireuits dnd motoroutput. nle Renshaw cell inhibitory 
aClion seellls lO bc mediated by both GASA and glycinergic syn­
apse5. bUI nOI all Iheir efferents tO motor neurons have both 
inhibitory neurotrammillers. Shigenag~ et al. (2005) showed rhat 
synaptic boutons immunoreact ive lO glycine alone are more 
numerous Ihan bou{ons double-labeled for GASA and glycine, 
which in lum occurred more frequemly rhan boutons immunore_ 
active 10 GABA alone. Renshaw Cl'lIs can be identitied by irs size 
(moslly medium lO large). biochelllical mJfkers such as glycine 
transporter GlyTl. calcium buffering proteins c~ lbindin and par­
val bumin. large gephyrin clusters. location. and eleclrophysiologic 
properties such as a high poslsynaplic sensibi1ity to aCl'tylcholine 
and large glycine- and GABA-evoked currems (Alvarez and Fyffe, 
2007). The Rcnshaw cell 10 mOlor neuron ratio is est imate<! to be 
1:5 (Mentis et al.. 2006~ 

In order to understdnd the IllcchaniSIllS involved in neuronal 
hyperexcitabil ity in ALS. one of Ihe mOSI ~ttractive circuils is the 
recurrent inhibition formed by motor neurons aoo Renshaw cells. 
lIS precise role is slill unknown. b1l1 Ihere are 1WO hypolheses 
which Iry lO expla in how Renshaw-cell altera tions Illay lead a hy_ 
percxcilability state and eventually motor neuron dege!l{'ration 
(Fig. 1 ~ The first hypothesis postulates that Ihe hyperexcitability is 
caused by Ihe loss of Ih ... r('(urrem Renshdw cells-m ... dialed inhi­
bit ion. Experimemal moclels ofFALS have shown Ihat d progressivc 
loss of glycinergic boutons ocrurs Ihroughout Ihe SOlIlil of Ihe 
mOlor neurons. which slarts in Ihe early symplomatic slage before 
motor neuron degencration. Where~s GABAergic lerminals are 
affected only until the final stage. these changes have been asso­
daled wilh Renshaw cell loss. whkh ,liso has been observed in 
eany and lale sympromaric srages (Chang and Martlll. 2009~ Tak_ 
ing the inhibitory loss as a cause of motor neuron degeneration. 
some grou¡lS have developed pharm,lCological slralegies for Ihe 
preservalion of Ihese ({'lis. On ... Irt'almem used lO reseue Renshaw 
cells is Ihe ~dm i nistr~rion of lilhium. which prewnled Renshaw 
loss and delayed the onSel ofsymptoms. allhough miel' eventually 
developed Ihe disease (Chang and Martin, 2009: Fomai et al .. 2008: 
Pasquah e1 al.. 2009) (Fig. 1 B). 

The second hypolhesis is based on evidence which suggests t hat 
Renshaw cellloss is not an initia! causal evenl of motor neuron 
hyperexcilJbililY,lIld neurool.'genemion. dnd proposes Ihal Ihe 
re<:urrenl inh ibilOry circuil is allered previously 10 molor neuron 
dl.'generalioll and lite onset of the symploms bul is nOI a ronse­
quence of Renshaw cell 1055. First. Mazzocchio and Rossi (2010) 
shown rhal activarion of Renshaw cells h~s a poor effect on Ihe 
motor neuron soma activity; se.:ond. in both experimen talmooels 
in Ihe sylllplomatic slage and in human lissue salllples in­
temcurons are preserve<!. indicaling that progressofmotor neuron 
dl.'gencration is independent ofthe Renshaw cells 10ss(WooU et al.. 
2013~ In ag~ment. in tramgenic ALS miee. inhibitory neurons 
dl.'generalion occurs afl ... r motor n ... uron Ion (Hossaini el al .. 2011 ). 
Whal is rhen rhe role of Renshaw cells in moror neuron hyperex_ 
CiLlbility and dl.'generation1 

Re.:enlly. olher lWO signiticJ11I components have tx>en involved 
in Ihe eomrol Jnd modulalion of Ihe mOlOr neuron activity: 
cholinergic imerneurons named VOC (Zagoraiou et al.. 2009). which 
inncrvale Ihe soma of motor neurons am! inhibitory interneurons 
(Nagy et al.. 1993: Zagoraiou et al.. 2009): and, second. a kind of 
inhibilory interneuron named la (la ). which can inhibir motor 
neurons through the release of GABA and glycine (Siembab el al.. 
2010). So, Ihe r«urrem and reciproca! inhibilion of motor neu­
rons is mediated by OOlh Rensh.lw cells and la .• md OOlh in_ 
lemeurons can be exciled by VOC cholinergic ,}CIion. 

Allhough Pullen and Alhanasiou (2009). using elfftron micro­
scopyand morphonll.'tric Jnalysis. found Ihal presum ... d cholinergic 
C lermin~ls on molOr neurons are preserved al presymptomalic 
5tages in a transgenie mooel of ALS (wirhout determining rhe origin 
oftheselerminals ). in Ihes.ame lIlooel Cas.aset al. (2013) showed an 
eany reduction of choline acetyllransferase (ChAT) content in Ihe 
presynaptic boutons ofVOc On motor neuron somas. as well as on 
Renshaw cells, airo at a presymplomatic stage. Similarly. Wootz 
el al. (2013) delllonslraled Ihal Ih ... cholinergic afT ... rent 10 
Rensh.l\vcells from mOlor neurons are 10SI.1I 20- 30daysofage. by 
retraction of the motor neuron conateral , However. Ihe inhibitory 
OOul0115 rmlll Renshaw ceUs on mOlor neurons Jnd Ihe lIulllber of 
Rensh~w cells were not affected at rhis t ime, In OOrh srud ies. these 
changes oceurred long before the m.Jrkers of motor neuron 
dl.'generation appeared. Therefore .• ccording lO Ihese findings 
cholinergic dysfunClion can be Ihe trigger of a hyperexcitation and 
neurodegeEleralion process of the Spir1J.1 circuits Ihrough J 

decreased excitatory action on inhibitory neurons (Fig. l C~ 
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Fi¡. l . 11.. «lI<'m. ti< "'P<M'n,O!ion of ,h~ loc. 1 .p; ... 1 rirrui'ry MI1rrol lin¡ moro, ""uron ex<i .. ,m undf, physiolo¡Ie.1 ""Mi,""" .• _in¡ ,h~ inhib;,ory Id in",,,,,,,,,, n, "" n· 
II<"<'ini I:>o'h •• nlr,' ""'n,. Ron,h.", ("\''',.nd ,11<' , .. i'.'O<)' VO< ,hoIi""rgi< in"""'"fon~ B .nd c. ;"" ..... >0<1 motor n.uron .. <i'.b; I;ly 'I\.lt moy l..,d 'e <II"g'''''fO'm O"" 'e 
Ron.""", <O .. ,.,.. (p; nk dollod .......-on. in a l or ,holi""rgi< "'".rv.'ion '" Vl.l< .nd mo'or "'Uf"" ... "" col"'"", (or.ngo ono purp" o;""","n""", ti ..... fO.po<ti .... y. in C). A.! 
o"","ssed in 'he lO" . boIh p.1,hole",,.l sit""tion, "'0 te inh iMory .yn'plle oefiei" '" R.."h_ "'Is ("'" X ~ fl"Sul'in¡ in ;"" ..... sed motor n""ron " .. it.b;'ity.nd "".)'0"<1 
0"1: ........ 'ioo'. II..lsed on Chon,.nd M.,';n (2009. 20' 1.1 ; Coso, el 01. (20'3~ .... WooI .... 1. (2013). 

lhese findings in animal models agree with reports that in both 
SALS ,¡nd FALS Ihere is d reduction in ChAl activity in the venl,al 
horn of the spin~1 cord. Airo in p~ t ients. morphologic sludies 
demonsuall'd J 1055 of ChAl mRNA (Virgo l'I JI.. 1992). suggesling 
thdllhe low express ion of ChAl in Ihe spindl cord m~y be ~n eMly 
alter.lIion in ALS (Oda et al.. 1995). 

6. Conclus io n 

lhe knowledge of [he spindl ventr~1 hom circuitry shows gre~t 
stn,clUr.1l .1nd funcrional complexity .1I1d Ihercforc 5Cvcr,ll possiblc 
mechanisms th~t m.ly Icad to dysrcgulation of motor excilability 
and 10 mOlor ncuron dcgenerJtion. We have focused on inhibilory 
networks dlterdtions. bec~u se lhe inhibitory COntrol is extremely 
importdnt for Ihe ¡lhysiologicdl control of motor dCl ivity. Crowing 
evidcnce shows thM. besides ~n incrc~scd Cxcitd[ion intrinsic of 
motor ncurons. or excitotoxicity mcdiJICd by overdctiv.:nion of 
glulamall' reccptors. ~ loss of .1Clion of inhibitory neurons. mainly 

Renshawcells. may be .ln imporlant factor leading to mOlor neuron 
dedth. Adecre.lsed inhibitorycontrol on mOlor nCurons may be due 
todegeneralion ofinhibitory interneurons or to d loss ofchol inergic 
excit.lIo,y d((ion on Ihe m. which may h,we implicalions for the 
undcrsl~ndingof lhe l11echanisms ofl11olOr neuron degencration in 
ALS. lherefore. Ihese findings suggest new pharmacological stra­
tegies for the lreatment of Ihe dise~se. for eXdmple [O presetV€ 
Renshaw ~l l s. reSlore inhibition failure and slUdy Ihe Tl'lationshi¡; 
betwl.'Cn CABAergic. glycincrgic. glut,lmatcrgic and cholinergi{ 
neurolransmission in Ihe spin.ll cord. even when Ihese a\ler.llion~ 

h.we been shown mainly in I.'Xpcrimentdl models of mOlor neuron 
degenerdtion .lnd d.n~ obt.lincd in hum,ln lissue from AJ5 pd[ien,~ 
are still scarcc. 
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VI. Planteamiento del problema 

A pesar de los avances alcanzados en el  entendi miento de lo s m ecanismos 

involucrados en  la d egeneración las MNs en la ALS y part icularmente en 

condiciones de e xcitotoxicidad, actualmente el proceso de  muerte involucrado aún 

continúa si n deter minarse. Algu nos tra bajos postul an un pr oceso apoptó tico 

caracterizado pr incipalmente por la pre sencia de la caspasa -3, mie ntras que otro s 

estudios proponen un proceso no apo ptótico con caracterís ticas necróticas. Un 

aspecto q ue ha  co mplicado el  entendi miento de est e mecanismo, es que e stas dos 

vertientes se han est udiado de manera inde pendiente, una enf ocada en el estudio 

morfológico mediante microscopía electrónica y la otra mediante bioquímica usando 

para ello técnicas de inmunocitoquímica, sin que se integren en una sola propuesta o 

mecanismo que conj unte am bos grupos de evidencias. Aun ado a  lo anterior , la 

mayoría de estos estudios se han rea lizado en modelos transgénicos de la  ALS de 

tipo familiar, por lo que solo represen tan una minoría del total de los casos clínicos 

(10%).  

 En nuestro lab oratorio se han desarroll ado dos modelos de d egeneración 

espinal basados en la excitotoxicidad mediada por receptores AMPA, estos modelos 

reproducen la muerte de MNs, parálisis y astrogliosis, permitiendo el estudio de los 

mecanismos de  dege neración de las  M Ns. A pesar de qu e en nu estros 

procedimientos, la pérdida de MNs y la parálisis ocurre a lo largo de varios días y no 

durante meses o años como en la enf ermedad, nuestros modelos al no depender de  

un f actor gené tico, podrían ser  empleados para co mprender los  mecanismos que 

participan en degeneración de las MN s en ALS esporádica, que rep resentan la gran  

mayoría de lo s casos clínicos (90%). S in e mbargo, al ig ual que en la ALS, en  

nuestros modelos aún se desconoce el proceso mediante el cual degeneran las MNs, 

lo cual es de suma importancia ya que al conocerlo podríamos decir la real similitud 

o diferencia entre la degeneración de las MN en nuestros modelos y la degeneración 

de las MNs en los modelos transgénicos de ALS.  
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 Como se menciona en los antecedentes, la  acción del  GABA y la glicina en 

los circuitos espinales es de suma importancia para el  control de la excitabilidad de 

las MNs. Sin embargo, ha sido poco estudiada como mecanismo de degeneración de 

MNs, por ello en esta tesis plantea mos su  estudio mediante el bloqueo 

farmacológico de cada neurotransmisión.  

 Estamos convencidos que al conocer el proceso degenerativo de las MNs, y el 

papel del bloqueo de los circuitos inhibidores en nuestros modelos, podríamos ir en 

busca de nuevas alternativas dirigidas a la pre vención y atenuación de los dif erentes 

componentes degenerativos que caracterice mos, con miras a dis eñar estrategias  

farmacológicas para el  tratamiento de  la ALS. Por ello , el principal objetivo de  la 

presente tesis f ue caracterizar e l proceso de degeneración de las M Ns en nuestros  

modelos de e xcitotoxicidad po r so breactivación de  recepto res AMPA in vivo, y  

determinar el efecto del bloqueo de los circuitos inhibidores espinales, y su efecto en 

conjunto con la excitotoxicidad mediada por AMPA. 

 

VII. Hipótesis 

Basados en la literatura revisada  y en l os tiempos de pr ogreso de la parálisis  

observados para cada uno de n uestros procedimientos, proponemos que el  proceso  

degenerativo de las M Ns lu mbares es d iferente para cad a modelo: para el modelo 

agudo propo nemos u na degeneració n mediante necrosis , y para el trata miento 

crónico un proceso apoptótico. Así mismo, teniendo como premisa que un evento de 

hiperexcitabilidad puede causar excitotoxici dad y con ello inducir degeneración de 

las MN s, pla nteamos que el  bloque o f armacológico de lo s circ uitos inhi bitorios 

espinales p uede de sencadenar la degeneración de M Ns, y potenciar el ef ecto 

excitotóxico de la administración de AMPA. 

 

VIII. Objetivo 

Con el f in de com probar nuestra  hipótesis el objetivos gen eral de este estudio f ue 

caracterizar el proce so degenerativo de  las MNs espinales  inducido por  
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excitotoxicidad mediada por la sobreactivación de receptores A MPA en ambos 

modelos, agudo y crónico. Así como determinar el efecto del bloqueo farmacológico 

de los circuitos inhibitorios de GABA y glicina en la médula espinal lumbar de rata. 

 

Objetivos específicos. 

1. Usando microscopía electrónica de tr ansmisión deter minar los cambios 

ultraestructurales de las MNs lumbares durante su degeneración ind ucida por 

excitotoxicidad in vivo.  

2. Empleando técnicas de  inmunocitoquímica determinar si l a caspasa-3 activa 

participa en la degeneración de las MNs en ambos modelos.  

3. Utilizando co mo vía  de ad ministración la  técnica de  microdiálisis y las 

minibombas os móticas, realizaremos trata mientos con l os f ármacos que 

bloquean los circuitos inhibidores de la médula espinal lumbar.  

4. Evaluar la activi dad motriz y sus posibles alteraciones mediante las  pruebas 

de rotarod, paw grip endurance (PGE) test y el registro de la zancada. 

  

IX. Métodos 

En este apar tado se a mplía la inf ormación incluida y descrita  en los métodos y 

procedimientos utilizados en cada uno de los artículos. Utilizamos ratas macho cepa 

Wistar (270-300 g de peso), las cuales se mantuvieron en un ambiente de laboratorio 

con ciclo de luz /oscuridad de 12h, c on ali mento y agua ad libitum, todos l os 

experimentos se realizaron con la aprobaci ón del comité local de cu idados animales 

(Número de aprobación RT121-14). 

 Previo a la cirugía los animales se entrenaron por siete días e n las pruebas de 

rotarod, PG E y el reg istro de la zanca da. P osteriormente, solo lo s ani males que  

realizaron co rrectamente las pru ebas f ueron se leccionados para la cirugí a 

estereotáxica ( microdiálisis o im plante de m inibomba os mótica). Después de la 

cirugía, los animales fueron evaluados rutinariamente (según el protocolo a seguir) 
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hasta terminar el experimento, para finalmente ser perfundidos según el objetivo del 

experimento (detallado en cada artículo) para la obtención de sus médulas. 

 

Pruebas conductuales 

La activi dad motriz f ue evaluada  mediante e l rotarod , que  consi ste en un  cilin dro 

que comienza girando a una velocidad de 10 r.p.m. con una aceleración constante de 

0.2 r.p.m/seg. Las ratas se entrenan para permanecer caminando en el rodillo durante 

un periodo de 2 minutos. Cada evaluación del rotarod consistió en una serie de tres 

intentos, quedando como registro  el tie mpo promedio de los tre s i ntentos. El  PGE 

sirve para medir el impulso de los cuartos traseros de las ratas, las cuales son 

colocadas sobre un a reja horizontal que es lentamente gira da hast a u na posición 

vertical, la rat a tiene que escalar ha sta lleg ar a la parte su perior de la reja, se  

cuantifica el tiem po de  escalada, o bien cuan do existe déf icit motriz y las ratas no  

pueden subir, se cuantifica el tiempo en caer. También se realizan tres intentos y se 

registra su promedio. El registro de la zancada consiste en pintar con tinta china no 

tóxica los cuartos traseros de las ratas y ponerlas a caminar sobre un papel a lo largo 

de un corredor  (10 cm  x 70 c m), registr ando sus huellas en pap el. M ediante esta 

prueba es posibl e iden tificar alteraciones en l as huellas o zancada s de las ratas , en 

esta prue ba cua ntificamos los  paso s nece sarios para  recorrer  60  c m, así  co mo los 

centímetros recorridos en 5 pasos. 

 

Cirugía estereotáxica 

Para el procedimiento a través de la  microdiálisis, las ratas fueron anestesiadas con 

isofluorano al 5% di suelto en carb ógeno ( O2 95%, CO 2 5%), p osteriormente se 

colocaron en una unidad estereotáxica para médula espinal y la anestesia se reajustó 

al 1.5  - 2%. S e rasu ró la es palda de la s rata s y s e hiz o una  inci sión en  la re gión 

lumbar, posteriormente se realizaron dos cortes laterales a la columna vertebral a la 

altura de la regi ón lu mbar, se coloc ó a la c olumna sobr e soporte s especiales para 

medula espinal y se estimuló entre la primera y segunda lumbar para corroborar que 
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fuera la región que in erva a los cuartos traseros. Se removieron lo s músculos que  

cubrían el proceso espino de L2 y se rebajó el proceso hasta la base del mismo, del 

lado derecho se realizó un hoyo hasta descubrir a la  médula espinal, posteriormente 

se rasgaron  cuidad osamente las meninges y se introd ujo una  cán ula de diál isis 

(CMA7, ~1 mm de profundidad). Una vez colocada la cánula, se inició el protocolo 

a seguir, que consistió en pasar solución Ringer por 60 minutos, y posteriormente el 

protocolo farmacológico. Al f inalizar el pr ocedimiento, las ratas fueron suturadas y 

colocadas en cajas individuales para posteriormente ser evaluadas. 

 Para el implante de las minibombas osmóticas (ALZET, modelo 20 04; flujo 

de 0.25 µL/h), el pr ocedimiento co mienza ig ual hasta el paso don de se rebaja el 

proceso espinos o, donde posterior a ello  del lado izquierdo se f ijó un tornillo que 

sirvió co mo medio de anclaje  del i mplante, y del  lado  derech o se reali zó un a 

laminectomía hasta descubrir la su perficie de la médula espinal, cuidadosamente se 

rompieron las meninges y se insertó una cánu la (~1 mm de profundidad) que estaba 

conectada a  u n tubo con el otro extremo lib re. S e aplicó acrílico dental para  fijar 

todo el implante, posteriormente se colocó subcutáneamente la minibomba osmótica 

en la espada de la rata y se unió al extremo libre de la cánula y se selló con 

cianocrilato. Al ter minar el proced imiento, la incisión f ue cerr ada con grapa s 

quirúrgicas, al despert ar de la anestesi a, la s ratas recibier on una  aplicación de  

antibiótico y se  colo caron en c ajas in dividuales para  ser e valuadas segú n el 

protocolo a  seguir.  Previo a su i mplante, la s minibombas f ueron l lenadas con  los 

tratamientos a probar y puestas a incub ar po r lo m enos duran te 48  h a 37° C para 

estabilizar su flujo (según las indicaciones de la casa comercial ALZET). 

 

Inmunocitoquímica 

Una vez terminado el experimento, las ratas se perfundieron con paraformaldehído 

al 4%, se obtuvieron l as médulas y se trataron para realizar conteo s por vi oleta de 

cresilo e inmunocitoquímicas para los diferentes anticuerpos utilizados. Los detalles 
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de los protocolos, los anticuerpos primarios y secundarios se encuentran en los 

artículos. 

 

Microscopía electrónica de transmisión 

Las ratas utilizadas para el estudio de la ultraestructura fueron perfundidas con 

paraformaldehído al  4 % adicion ado con gluteral dehído al 2.5% , para  

posteriormente tratar la médula para ser observada en el microscopio electrónico de 

transmisión. Los detalles del protocolo se encuentran el artículo “Neuropathological 

characterization of spinal motor neuron degeneration processes induced by acute 

and chronic excitotoxic stimulus in vivo”. 

 

X. Resultados 

 

Sección I. Caracterización del proceso degenerativo de las MNs inducido por 

excitotoxicidad in vivo 

Los resultados de esta  sección se inclu yen el artículo titulado “ Neuropathological 

characterization of spinal motor neuron degeneration processes induced by acute 

and chronic excitotoxic stimulus in vivo”, p ublicado en Neuroscience 331: 78 -90, 

2016, el cual de scribe los ca mbios ultra estructurales y bioquímicos que se  

desencadenan por la  sobreactivació n agu da y cróni ca de los  receptores para  

glutamato tipo AMPA en la médula espinal lumbar de rata in vivo. 

 

Resumen 

A contin uación se presenta  el r esumen del ar tículo “Neuropathological 

characterization of spinal motor neuron degeneration processes induced by acute 

and chronic excitotoxic stimulus in vivo”.  

Las enfermedades asociadas con alteraciones de las MNs son caracterizadas por una 

degeneración pr ogresiva, en ellas la excitot oxicidad ha sido po stulada co mo un 

factor causal. En nu estro labo ratorio he mos desarr ollados dos  procedimientos 
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experimentales para i nducir degener ación de las MNs  espinales in vivo  por 

excitotoxicidad, mediante la sobreactivación aguda y crónica de receptores para 

glutamato tipo AMPA. En este trabajo caracterizamos el curso temporal de los 

cambios neuropat ológicos. El análisis de la  ultraestructura mediante microscopía 

electrónica de tran smisión mostró que l a perf usión aguda  c on AMP A por 

microdiálisis causó hi nchamiento de la s MNs después de 1.5 h d e la cirugía y lisis 

con ruptura de membranas a las 3 h , sin embargo durante este proceso la activación 

de caspasa-3 n o fue detectada por inmunocitoquímica. La infusión crónica de 

AMPA mediante  minibombas osmóticas indujo un proceso  degenerativo lento a l o 

largo de  cinco  días, caracteriza do po r cambios progresivos de las  MN s: 

hinchamiento del retíc ulo endoplás mico, vac uolización del cito plasma, f usión de 

vacuolas y rupt ura de m embranas. La cuantif icación de estas alteraciones 

ultraestructurales mostró que el incremento del área vacuoliz ada fue a expensas del 

área nuclear. En este procedi miento, l a acti vación de la caspasa -3 fue observada  

desde el pri mer día de la infusión de AMP A, sin embargo al analiz ar el núm ero de 

MNs con caspasa 3 activada con l a actividad motora no encontramos relación entre 

ambos pará metros. Co ncluimos que la ex citotoxicidad agu da induci da por AMP A 

provoca la  pérdida  de  las MN s a tra vés de  necrosis,  mientras el  progreso  de la  

degeneración inducida por la infusión crónica es lenta, comenzando con un proceso 

apoptótico te mprano, seguido por necrosis . En am bos procedimientos, agudo y 

crónico, se puede es tablecer una correlación entre el  número de  MNs perdidas por 

necrosis, pero no co n apoptosis liga da a la caspasa -3, y la severid ad de los déf icits 

motores, así co mo co n la parálisis de los cuartos traseros.  Nuestros hallazgos son 

relevantes para  el en tendimiento de  los  mecanismos de la muerte neuron al en 

enfermedades degener ativas y por e llo para  el diseño de estrategias terapéutic as 

farmacológicas. 
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NEURON OEGENERATION PROCESSES INOUCEO BY ACUTE ANO 
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Abslracl- Molor neuron (M N) dlseases are characlerlzed by 
pr09ressive cell do:tgo:tn(lral ion, and o:txci loloxicily has b(I(ln 
poslulaled as a causal faclor_ Uslng IWO experlmenlal pro ce­
dures l or inducing excitoloxic spinal MN degeneration 
In vivo, by acute and chronlc overactivat lon of ", -amlno-)­
hydroxy-S-methyl-4-isoxazoleacelic acid (AMPA) receptors, 
we characto:triud Ihe limo:t COUr1le 01 Ihe neuropathological 
changes. Electron transmlsslon mlcroscopy showed thal 
acule AMPA perfusion by microdialysis caused MN swelllng 
1.5 h afler $urgery and Iy$i$ with mo:tmbran(l ruplure as (larly 
as 3 h; no cleaved caspase 3 was detected by immunochem­
i$lry. Chronic AMPA infusion by osmolic minipumps 
induced a slow degeneration process along 5 days, charac­
te. ized by progressiye changes: endoplasmic reticulum 
swelting, vacuolization 01 cytoplasm, vacuole fuslon and 
cell membrane rupture. auantificalion of Ihese ultrastruc­
tural alterations showo:td that the increase 01 vacuolato:td aro:ta 
was at the expense of the nuclear area. Caspase 3 cleavage 
was observad since the first day 01 AMPA inlusion. We con­
clude that acute AMPA_induced excllotoxiclty Induces MN 
loss by necrosis, while the progress of degeneration 
induced by chronlc Infusion is slow, starling with an early 
apoptotic process tollowed by necrosis. In both the acute 
and chronic procadures a corre lalion could be established 
between Ihe 1055 01 MN by necrosis. bul nol by caspase 
3-linked apoptosis, and severe molor delicits and hindl imb 
paralysis_ Our lindings are relevant for understanding the 
mechanlsm5 of neuron death In degeneralive disease5 and 
Ihus fo r the deslgn of pharmacological Iherapeutlc strale­
gles. (J 2016 IBRO. Publlshed by Elsevler LId_ AII rlghls 
reserved. 
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INTRODUCTION 

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a devastating 
disease characterized by selective and progressive loss 
01 upper and lower motor neurons (MNs). which causes 
a progressive paralysis and r,nally death by respiratory 
failure. The minority (about 10%) of ALS cases is 01 
familial type (IALS). which is associaled with severa! 
mutalions in hundreds 01 genes. and Ihe remainder 
~90% are sporadic (sALS). wtlose cause is mainly 
unknown (Robberechl and Philips, 2013). However, sev­
eral lactors have been implicated in the mechanisms 01 
MN dealh in both familial and sporadic ALS. such as: 
oxidative stress, mitochondrial dysfunction, energy lail­
ure. axonal Iransporl deficils, inflammalory processes 
and non-aulonornous cellular death. Among them, one 
01 the mosl sludied in view 01 considerable e~perimen tal 

and clinical evidence is glutamate-media ted excitotoxicity 
(Corona el al., 2007). A reduction 01 the glutamate trans­
porter EAA T2 was found in post-mortem analysis in the 
cortex and spinal cord 01 ALS patients (Rothstein et al.. 
1992. 1995). and elevated concentrations 01 glutamate 
were detected in cerebrospinal fluid 01 about 40% 01 
ALS patients (Shaw et al. , 1995; Spreux-Varoquaux 
et al. . 2002). 

In spile 01 these rmdings. we haye shown Ihal acute 
(Corona and Tapia, 2004) and chronic (lovar-Y-Romo 
et al., 2009) increase 01 extracellular glutamate levels 
induced by 91utamate transporl inhibition is innocuous 
lor lumbar spinal MN in vivo. Nevertheless, we have also 
demonstrated tha t selective anó pharmacological ove rae­
tivation of a-amino-3·hydroxy-5-methyl-4-isoKazoleacetic 
acid (AMPA) recep lors by AMPA itsell induces remark­
able MN loss in Ihe ral spinal cord and conseQuent pro­
gressive and irreversible paralysis. This was shown 
using two experimental procedures. the acute administra­
tion 01 AMPA by means 01 microdialysis and the chronic 
continuous infusion of AMPA using osmol ic minipumps. 
direclly in the lumbar spinal coró_ The acute procedure 
resulls in MN death in lew hours alter Ihe experiment 
and is due to overactivation 01 the Ca2+ -permeable 
AMPA receptors, because specific antagonis ts and 
Ca2' chelators prevent the effects 01 AMPA (Corona 
and Tapia, 2004 , 2007, 2008). In con trast , the continuous 
AMPA infusion induces progressive MN loss and bilateral 
paralysis along several days, and can be part ially 
prevented by vascular endolhel ial growth factor 
(Tovar-y-Romo et al. , 2007 ; Tovar-y-Romo and Tapia, 
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2010, 2012). Although in both procedures AMPA-induced 
exci toloxicily is Ihe cause of MN death. Ihe ample differ­
ences in the temporal progress offers the possibility 01 
studying comparatively the mechanisms 01 MN degenera­
tion under these different conditions. such as apoptosis 
and necrosis. which have been the subject of consider­
able discussion to explain MN dealh in both ALS 
(Gumey el al., 1994; Ripps el al.. 1995; Wong el al. , 
1995; IIzecka et al., 2001 : Martin et al.. 2009; IIzecka. 
2011 . 2012; Hart and GiUer. 2012) and in other experi­
mental models. mainly transgenic rodents (U el al.. 
2000; Pasinell i et al. , 2000: Bendotti el al., 2001: 
Tokuda et al.. 2007; Ohla et al.. 2008; Rossi et al.. 
2008; Martin el al. . 2009) wi th mulant SOO (Gurney 
el al.. 1994; Ripps el al.. 1995) oro more recently other 
proteins. and this is the aim 01 the present work. There­
lore. we have carried out a morphologic, ultrastructural 
and immunohistochemical characterization of the MN 
changes during Ihe degeneration processes in our two 
experimenlal models 01 exciloloxicily in vivo. correla ting 
the cellular findings wi th Ihe motor deficits produced by 
the MN loss during Ihe time periods studied. The rele­
vance 01 our results is that they shed light lor Ihe under­
slanding 01 the cellular mechanisms Ihat determine the 
degeneration, thus opening the possibWUes 01 new 
approaches to prevent Ihe MN dealh progression in ALS 
and other neurodegeneralive diseases. 

EXPERIMENTAL PROCEOURES 

Animals and surgical procedures 

Adull male Wislar ra ls (270-300 g) were used in al1 
experimenls. Animals were housed in a laboratory 
environment wi th a 12-h light/dark cycle with lood and 
waler ad libitum. AlI procedures were performed in 
accordance wilh 01 Ihe Insli lutional Committee lor the 
Care and Use 01 Laboratory Animals (Approval No. 
RTl21- 14). AII efforts were made lO minimize suffering 
01 the animals. 

Forthe acule procedure. AMPA (Tocris, Ellisville. MO. 
USA) was perfused by microdialysis as previously 
described (Corona and Tapia. 2004). Rals were anes­
thebzed wilh 5% isoflurane in a 95% Ol/S% COl mixture 
and placed in a stereotaxic spinal unil. Aneslhesia was 
lowered and maintained lo 1-2% isol lurane during sur­
gery. A longiludinal incision 01 back skin was made al 
the lumbar region and muscles surrounding lumbar verte­
brae were cut and retracted. The second lumbar vertebra 
was exposed and a 2-mm hole was dri lled on Ihe righl 
side. Afler carelul ly cutting the meninges a microdialysis 
probe (CMA7) was lowered down into Ihe right dorsal 
harn 01 the spinal cord. The probe was perfused conlinu­
ously wilh Krebs- Ringer solulion conlaining (in mM con­
centralions) 118 NaCl, 4.5 KCI, 2.5 MgS04. 4.0 
Na. H2P04• 2.5 CaCI •. 25 NaHC03 and 10 glucose. pH 
7.4, at flux ra te 01 2 pLlmin. using a microinjection pump 
(CMA/l00, Carnegie, Sweden). After 1 h 01 slabilizalion, 
medium conlaining 6 mM AMPA was perfused lor 
25 min (total volume perfused - 50 pL). This concentra­
lion was chosen on the basis 01 previous results 
(Corona and Tapia, 2004). After Ihe experiment the 

microdialysis probe was gently removed, the skin incision 
was sutured and afler recovery Irom aneslhesia ra ts were 
placed in individual cages and divided in four groups lor 
the different times studied, 1.5 , 3, 6 and 24 h after sur­
gery. At these times animals were subjected to the motor 
tests described below and then inlracardially fi xed for the 
histological. immunochemical or ultrastructural studies. 

Chronic inlusion 01 AMPA was made through osmotic 
minipumps (ALZET model 2004). which were fil led with 
fillered 0.1 M phosphale buffer (PB) or PB conlaining 
7.5 mM AMPA. at least 48 h before the implantalion . 
and incubated in sterile saline al 37 oC lor slabilizal ion. 
The flow rate 01 the pumps is 0.25 )IL/h. so tha! the 
volume continuously infused was 6 ¡IL per day. Surgery 
was carried Oul exactJy as previously described 
(Tovar-y-Romo el al., 2007). and on this basis we used 
7.5 mM AMPA concentration in the osmotic pumps. 
Briefly. rals were anesthetized and placed in a stereotaxic 
spinal uni t as described aboye. A longitudinal incision 01 
back skin was made at the lumbar region and muscles sur­
rounding lumbar vertebrae were cul and retracted. On the 
second lumbar vertebra. Ihe spinous process was 
removed and a one mm-diameter hole was drilled on the 
left side 01 the lamina in which a stainless-sleel screw 
(1 mm diameler; 3.7 mm long) was inserled to anchor 
the implan\. A 2 mm laminectomy was made in the right 
side 01 the lamina 01 the same vertebra and aller culUng 
the meninges Ihe cannula was inserted inlo Ihe dorsal par­
enchyma (1 mm deep). Dental acrylic cement was poured 
over the screw and the external end 01 the cannula was 
connecled to the minipump tube. The pumps were 
implanted subcutaneously in the back 01 the rats. Union 
between the minipumps and cannula was sealed wilh 
inslant glue and Ihe incision was closed wi lh surgical 
stainless-steel clips. Aller recovery from anesthesia rats 
received an i.m. dose 01 penicillin and were placed in indi­
vidual cages and divided in groups for the di fferenllimes 
studied: 1. 2. 3. 4 and 5 days after surgery. At these limes 
animals were subjected lo motor tesis ando as described 
aboye. fixed lor histological. immunochemical or ultra­
slruclural sludies. 

Evalualion of motor function 

Motor aclivily was evaluated as described previously 
(Tovar-y-Romo el al., 2007). Rats were lrained for a week 
prior the surgery on two molor lests: !he rotarod (Colum­
bus Instrumenls. Columbus. OH. USA) and a variation 01 
the paw grip endurance (PGE) task. Animals were 
evalualed in each test rou tinely until fixalion. For Ihe 
rotarod lest. rats walked individually on an acceleraling 
(0.2 rev/min per s) rod. slarling Irom 10 rpm wi lh a cul-off 
01 120 s. and the time on the rod was scored. For Ihe 
PGE lest, ra ls were trained lo elimb lo the top 01 a vertical 
grip. Rats were placed individually on a horizontal placed 
grid (40 x 25 cm}.lhegrid was gently turned until reaching 
a vertical posilion. The time laken by rats lor climbing lo lhe 
top 01 !he gird and reaching a slable posilion or Ihe lalency 
to fall lrom Ihe gird when they were unable to climb was 
scored wi th a cut-off 01 40 S. In addilion to the motor tests, 
the overall stride pallem 01 the hind 100lprints was quanli­
tal ively analyzed; for this purpose, Ihe hindpaws 01 trealed 
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ra ls were inked with non-toxic Chinese ink before animals 
walked aJong a paper runway delimiled by two walls form­
ing a corridor (lO x 100 cm). Far quantitative analysis ¡he 
number of steps required lo cross 60 cm were counted, 
and Ihe distance (cm) in five sleps. 

Histology anó immunohislochemistry 

Far hislological anó immunohistochemical analyses, ra ls 
subjected lo AMPA microdialysis or chronic infusíon 
IYefe fixed al ¡he times indicated above lor e8eh 
procedure. Far fixal ion. animals were anesthetized wilh 
sooium pentobarbi tal anó perfused Iranscardially with 
250 mi 01 ice-coló 0.9% saline. followed by 250 mi 01 
ice-coló 4% paraformaldehyde (PFA) in 0 .1 M PB. pH 
7.4 . The spinal cord was removed, post-fixed in 4% 
PFA at 4 oC lor a week, and successively cryoprotected 
in sucrose gradients (up to 30%). Transverse sections 
(40-~lm-thick) 01 the lumbar region, where the in!usion or 
microdialysis cannula was implanted. were oblained in a 
cryosta t. Allemated sections were stained wilh cresyl 
violet or immunoslained lor choline acetyltranslerase 
(ChAT). gliat librillary acidic protein (GFAP) and cleaved 
caspase 3 (ccasp3). 

For ChATo GFAP and ccasp3 immunohistochemistry. 
Iree-floaling secl ions were blocked wilh 5% 01 bovine 
serum albumin in PB 0.1 M and Trilon X-lOO (0.3%) lor 
2 h, lollowed by incubaUon wi lh goal polyctonal anli­
ChAT (1:200; Chemícon, Temecula, CA, USA) . mouse 
anli-GFAP (1:1000: Sigma) and rabbil anl i--ccasp3 
anlibodies (Abcam), lor 48 h at 4 cC. SecUons were 
washed three times lor 15 min in PB-Trilon and 
incubated with biolinyl--conjugated mouse anli-goat IgG 
(1:200; Veclor. Buningame. CA, USA) lor 1.5h. Afler 
three washes. seclions were incubated lor 2 h with 
avid in-Te)(as Red oonjugate (1:200. pH 8.2; Vector) lor 
ChATo fluorescein-conjugated anti-mouse antibody 
(1:250; Zymed, Carlsbad. CA, USA) lor GFAP. and Cy5 
anli-rabbil (Invi trogen) lor ccasp3. Finally. seclions were 
washed and mounted on silane-covered slides (c-me!he 
cryloxypropyltrimetho)(ysilane: Sigma) and coverslipped 
wilh nuorescenl mounting medíum (DAKO. Carpinlería. 
CA. USA). Sections were visualized by oonlocal 
microscopy (FV-l000. Olympus IX81): merged images 
are Ihe overlay 01 five laser sections ín Ihe Z plane. 
using Ihe Olympus 1.6 Fluoview. 

Morphologically undamaged MNs in Ihe Nissl 
preparalions (wilh a soma diameler > 25 ~lm and 
dislinguishable nucleus) were counted in a IO x 
microscopic lield. The number 01 cells was determined 
in seclions where Ihe Irace 01 Ihe inlusíon cannula was 
evident; seven secl ions per rat were analyzed and the 
values were averaged. 

Transmission eleclron microscopy was used in order 
lo characterize Ihe ultrastructural alterations 01 MNs, 
also at Ihe times afler surgery ment~ned aboye lor 
each e)(perimenlal procedure. Rats were deeply 
aneslhetized with pentobarbital and perfused 
Iranscardially with 250 mi 01 ice-cold 0.9% saline. 
10110wed by 250 mi 01 ice--cold 4% PFA and 
glutaraldehyde (2.5%) in 0.1 M PB pH 7.4. Spinal cord 
was removed and posl-fi)(ed al 4 oC over night in the 

same solution used lor perfusion. Inlusion sile 01 AMPA 
was delimited and the anterior horns were e)(cised. 
Tissue was osmicated (1% osmium tetro)(ide in PBS), 
washed wilh PB. dehydraled and embedded in epo)(y 
resino Several semi thin seclions (500 nm) were oblained 
in an ul l ramicrOlome (Reichert-Jung) and staíned wilh 
Totuidine Btue lor tight microscopic ot:>serval ion, lo 
idenlily the area 01 inleres\. Ullrathin seclions were 
oblained and slained wi lh Reynolds mixture (2% lead 
cilrate and 2% uranyl acelale), and observed in a Jeol 
1200EXII transmission eleclron microscope. 

Ouantitative analysis 01 cellular area alterations 

Electron micrographs were scanned and digitized lo 
analyze morphologic changes in MNs with the software 
Image J. According lo !he programo each micrograph 
was scaled to pi)(els, and tolal cell area was delimitated 
by drawing the outline 01 each MN and this measure 
was laken as 100% percen\. Nuclear area was 
calculaled outlining Ihe nucleus 01 each MN. and ils 
percenl was determined wi th respecI lo the total cell 
area. Vacuola ted and swollen areas were quantified by 
drawing Ihe eclge 01 al1 vacuo les and swollen zones for 
each MN. and again their percentages were determined 
with respecl lo the cell area. Only MNs wilh visible 
nucleolus were considered. According to Ihe number 01 
MN ídenlilied, 10-20 ullralhin sections were observed 
lor each rat, and 5 rats lor group were analyzed. For 
delails see Ihe Table ínsened in Fig. 6C. 

Statistical analysis 

Comparisons regard ing the number 01 MNs and cellular 
and nuclear areas were made using ANOVA lollowed by 
a Fisher's post hoc tes\. A value 01 p < 0.05 was 
considered statistically significan\. 

RESULTS 

Acute and chronic AMPA treatment cause the death 
of lumbar MNs and paralysis wilh differenllime 
course 

In order lO characlerize Ihe mechanisms of MN dealh in 
our acule and chronic models. we firSI eSlablished Ihe 
lime course 01 the degeneralion and the consequent 
motor alterations. including sorne additional paramelers 
nOI previously studied. such as Ihe occurrence 01 
astrogliosis and the stride pattem. 

Similarly to previous resulls (Corona and Tapia, 
2004), acute infusion 01 6 mM AMPA induced ipsílateral 
loss 01 lumbar MNs, assessed by Nissl stainíng and ChAT 
immunochemistry, since 3 h after treatment and 
increased during the lollowing 24 h. accompanied by a 
progressive increase in astrogliosis, detected by GFAP 
immunoreaclions: loss 01 MNs and glial reaction were 
nol observed in the contralateral side (Fig. 1). This loss 
was associated wi th the paralysis 01 ipsilateral hindpaw. 
manifested by a nolable decrease in the time lo fall in 
Ihe ro larod lesl (Fig. 1 C). 

In contrasl 10 Ihe rapid effects 01 acute AMPA 
Irealmenl. as shown in Fig. 2 Ihe chronic infusion 01 
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Fig. 1. Mic'odialysis perfusion 01 AMPA causes progressive MN loss, astrogtiat reaction and moto, deflCits wilhin 24 h. (A) Representalive 
immunohistochemislry 01 lhe venlra t homs of ralS allhe iOOicated l imes after wo¡¡ery, MNs a'e ident ilied by ChAT ('ed) aOO astroghat reaclion by 
GFAP (green), Note progressive MN loss and astlOglia l reaClion in lhe ipsilateral sitie. starting as earty as 3 h afler Ihe experiment, wnereas lhe 
contralate ral side is only slighUy affected al 24 h. Conlrol refers lo animals 24 h after perfusion with vehide (6) Ouanlification 01 MN loss. (C) 
Rotarod performance 01 control aOO AMPA-perfused rats al Ihe limes iOOicated. In 8 aOO C. values are mean ± SEM lor 10 AMPA-treated rats, si x 
inloc! conln:>1 rals. and seven veh icle conlrol ' als (SEM was smal ler Ihan lhe size 01 lhe symbot in some cases) . • p "; 0.0001 as compare(! with 
control groups. (For intcrpretation 01 the rcfcfCnces lo colo, in this figure legcnd. Ihe rcader is rcfcrrcd 10 lhe wcb vcrsion ol lt1is anicle.) 

AMPA caused a slow(y progressing MN (oss in ipsilaleral 
and contralaleral venlral horns along 5 days. starting in 
the ipsilateral hom al day one and reaching an almosl 
total loss al day 5 in both horns; Ihese changes were 
accompanied by inlense astroglial reaction in oolh horns 
al day S, shown by GFAP inmunolabeling (Fig. 2A, Bj . 
This progressive MN loss was associated with gradual 
bilateral motor deficits of hindlimbs, which slarted by 
flexion of the ipsilaleral hindpaws al days 2-3, 
manifested in the lack of fingerprin ts in the stride 
pallern, which progressed lO bila ter<ll rig id extension al 
day 5 (Fig. 2Ej . These molor alleralions progressed 
gradually lO complete bilateral paralysis. which produced 
a rapid fa ll from Ihe rolarod and in Ihe grid of Ihe PGE 
tes t (Fig.2C. Oj. Quantilative analysis of stride pallem 
showed that since day one the number 01 steps needed 
to cross 60 cm increased wilh lime and the distance 
crossed in 5 steps decreased (Fig.2F); Ihe dislance 
between left aM righl steps and the lenglh 01 Ihe steps 
were also quantified but the differences were not 
signirlcanl (dal<l not shown). Wi th the exception 01 the 
newly described slride pallern alleralions, these results 

are similar lo Ihose previously described (Tovar-y-Romo 
et al. , 2007). 

After th is characterization 01 Ihe acute and chronic 
AMPA Irealments, we focused on Ihe mechanisms of 
MN degeneration by means 01 ullrastructural allerations 
and casp3 immunolabeling occurring in eaeh 
experimental condi l ion. 

Acute AMPA treatment ca uses MN ultrastructura l and 
chemical alterations characteris tic o f necrosis 

As illuslra led in Fig. 3 (top row), no alleralions in MN 
ultraslrueture were observed in \he conlrol vehide­
Irealed group. Neurons show a well-defined soma and 
nuclear membrane, homogenous eleclrodensity in Ihe 
cytoplasm, well preserved mitochondrial inlernal 
membrane and erest, and normal endoplasmie reUeulum 
with attaehed rioosomes. This ullraslruelural morphology 
was similar lo Ihal observed in inlael rals (nol shown). 

MNs in Ihe ipsilateral horn 01 AMPA-Irealed rals 
showed some degenerative features since 1.5 h afler 
AMPA, sueh as Ihe appearanee 01 small round emply 
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Fig. 2. Ch.onic ¡nfusíon 01 AMPA wilh osmotic pumps induces progresshltl MN 10S$ and molor defiots along sevetal days_ (A) Represenlative 
immunohistochem;stry 01 \he ventral homs 01 ralS al ¡he ir1dicated times after surgery. MNs are identified by ChAT (red) and 381OO9lial ,oaclion by 
GFAP (grccn). Note progrcssive MN loss 300 astrogl ial rcaction 310ng days in Ihe ¡psilatc,al side. slar1ing al 1- 2 days aftcr llle experiment, whercas 
lhe damagc in lhe contrata tc.al sido progresscs more siowly_ (6) Ouantifieation 01 MN Ioss (COntrol valuc represents Ihe initia l day 01 AMPA 
lreatment. 15-30 min after surgeoy). (C) Rotarod a<ld (O) PGE perlofmance of rontrol a<ld AMPA-perlused rats al Ihe indicaled l imes. (E) Sbide 
pattam alterations (ipsilaleral hindpaw-red. contralateral hindpaw-tllack) at Itle times indicaled, (F) Quanlitative analysis Ior slJide pallem, showing 
Ihe increase in Ihe numt>e, 01 steps to walk a distanceol 60 cm (squa'es). and Ihe docrease in the covered distanoo far r,"e s1eps lor AMPA·lrealed 
,ats (c;,eles). compa,ed 10 vellicle (jroup. Values a,e mean ± SEM lo.- se"",n animals pe'(jroup, 'p " 0,0001 as compa,ed wilh controlgroup (SEM 
was smalle, 1han the size 01 Ihe symbol in sorne cases). (Fo' inle'pretation 01 Ihe rele'enoos lo coto, in lhis F.gu'e legend. the 'eade' is 'efe'red lo 
!he web version 01 Ih is a,ticle.) 

spaces in Ihe cyloplasm (' in Fig. 3). Afler 3 h. where MN 
loss is aooul 50% (Fig. l C). Ihe surviving MNs were 
swollen. and presenl ruplure of cytoplasmic. 
milochondrial. endoplasmic reliculum and nuclear 
membranes. Al 24 h practically all MN were losl and 
only cell debris were observed. nexl lo Ihe appearance 
01 new small cells wilh morphological fealures similar lo 
macrophages. such as: kidney-shaped nudeus, dense 
bodies in Ihe cyloplasm. and cyloplasmic exlensions 
forming rtlopodia-l ike slruclures (Fig. 3. AMPA-24 h 
column C). The very few surviving MNs al Ihis l ime 
showed severe morphologic alteralions. such as 

dislortion 01 nucleus and milochondria. bul no Iysis. No 
alteralions were found in Ihe oonlralateral hom al any 
lime (nol shown). 

In order lo determine Ihe possible involvemenl of 
apoptosis, we searched by immunolabeling Ihe 
expression of ccasp3 in MNs al 1.5 h. 3 h and 6 h afler 
AMPA lrealment. Confocal examination al Ihese times 
showed Ihal no casp3 deavage occurred, discarding an 
apoplolic process al Ihese early limes. However. al 24 h 
ccasp3 labeling was found in all Ihe surviving MNs in 
Ihe ipsilaleral horn (Fig. 4). Caspase cleavage was 
absenl in Ihe conlrol rals (nol shown). 
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Fig. 3. Acute infusion of AMPA causes death of MNs by necrosis. Representative electron-miCfographs of MNs in control rats (intact, n '" 3, 
vehide, n : 4, they sho'Ned no alterations) and AMPA-treated rats, at the indicated times after surgery (n : 5-6 per group). Column A shows low 
magnification micrographs; one MN per field is sho'M1, with the membrane outline mal1\ed 'Nith a dotted line. CoIumns B and C, high magniflCation of 
intracellular regions of the corresponding MN in coIumn A (except bottom right miCfograph), showing mitochondria (m), rough endoplasmic 
reticulum (RERl and nucleus (N). Note that since ear1y times (1.5 h), MNs perlused with AMPA begins a classic necrotic process characterized by 
empty spaces ( ) in MN cytoplasm (MN-cyt), and that three hours after AMPA necrosis progresses to RER swelling, mitochondrial s'Nelling and Iysis, 
and distortion of the nuclear envelope. At 24 h only a few MNs survive (see Fig. 1B), and they present altered shape and sv.ullen mitochondria and 
RER. Bottom right miCfograph shows MN debris and the appearance of maCfophage-like cells (arrows). Scales are indicated in each micrograph. 

Chronic infusion of AMPA causes u ltrastructura l and 
chemica l alterations characteristic of early apoptosis 
and late necrosis 

In contrasl lo the acule AMPA periusion, the 
ultrastruclural alterations observed during chronic 
infusion of AMPA produced consisled of both apoplosis­
necrosis characleristics, according lo the progress of 
MN degeneration thal we ha ve described as four 
sequential stages (stages 1-4 in Fig. 5) . These four 
degenerative stages could be presenl simultaneously in 
the same tissue section, in differenl MN and differenl 
days, so thal we could nol correlale the timing of the 
changes with the days afler surgery. Similar stages 
were observed in !he conlralaleral horn bul with a 
delayed appearance, for example stage 1 is usualiy 
presenl in day one and stages 2-4 in days Iwo- three in 
ipsilaleral horn, whereas they appear al days Iwo and 

three-four, respectively , in the contralaleral. Five days 
afler surgery practically there are no MNs on both 
sides. 

Stage 1 occurred sin ce the firsl day afler surgery, and 
is characlerized by slighl RER swelling and discrele 
reduction of nuclear area, wi!houl changes in MN 
shape. During stage 2 RER swelling was more inlense, 
even forming vacuoles in the cyloplasm, nuclear area 
continues lo decline and some milochondria are 
swollen . During stage 3, vacuoles increase in size and 
form large emply areas usually localed near the 
cyloplasmic membrane (pools , P in stage 3 in Fig. 5), 
which appear lo occur by fusion of vacuolar membranes 
and contain probable cell debris . Nevertheless, pools do 
nol seem lo be aulophagosomes beca use high 
magnification showed thal are surrounded jusI by a 
single membrane and nol for a double membrane, 
which is a characleristic of aulophagosomes. Finaliy, in 
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Contralateral Ipsilateral 

Fig.4. Dealh of MNs inducOO by acute infuskm 01 AMPA is independenl 01 casp¡l5e·3 cleavage. ChAT (rod), GFAP (green) and ocasp3 (blue) 
immunoiabeling in lhe ipsilaleral rontralaleral and venlral homs, allhe indicaled times after surgery. Micrographs aro representative 01 seyen ralS 
ler 1.5 and 24 h. and eighl mIS ler 3 and {) h groups. No ehar¡ges W(lre observe(! al 1.5 h. In !he surviying MNs al 3 and {) h no ccasp3 labeling 
occurrcd, whereas at 24 h all the few surviving MNs were ccasp3·positivc in !he ips ilateral horno Shapcs of MNs are indicalcd by while dolted lines. 
(For interpretalion 01 Ihe relereoces 10 color in Ihis figure legend. lhe reader is re/erre<! 10 lhe web yers ioo 01 this articte,) 

slage 4 MNs are complelely disrupled and Iheir debris 
appear lo be phagocylosed by macrophage-like cells 
Ihal al Ihis slage are frequenl (Fig . 5). 

In order lo further characlerize Ihe four slages 
described, we carried oul a quanlitative analysis 01 Ihe 
ullrastructural changes for each stage (Fig . 6). lotal 
cellular area is nol significantJy affected in stage 1, is 
considerable reduced in stage 2 and increases in stage 
3 due lo swelling 01 Ihe RER and Ihe appearance 01 
vacuoles. In lact, nuclear area presents a progressive 
decrease in stages 1- 3 and Ihe area occupied by the 
vacuoles and pools notably increase in stage 3 
(Fig.66). In order lO tesl whelher Ihe decrease in 
nuclear size was an artifacl caused by the decrease in 
tota l cell area, we standardized lo 100% Ihe lolal cell 
area lo each analyzed MN and determined the 
corresponding pereent for nuclear and vacuolated area 
(Fig. 6C); Ihis analysis shows thal decrease in nuclear 
area was consistent Stage 4 was nOI analyzed because 
MNs are Iysed. 

The resulls 01 Ihe immunohistochemical labeling 01 
ccasp3 during Ihe chronic AMPA Irealmenl are shown 
in Fig. 7. OifferenUy from Ihe results wilh Ihe acule 
perfusion. cleavage of casp3 is init ially delected in the 
ipsilaleral hom since day one, allhough because MN 
1055 occurs so quickly lurlher description was nOI 
possible. In Ihe conlrala teral hom changes occurred 
more slowly and the slrongest signal 01 ccasp3 in MNs 
was observed during day 3. bul al day 5 basically all 
MNs were 1051. MN degeneration and cleavage 01 casp3 
was accompanied by a progressive intense astroglial 
reaction (Figs. 7 and 6A- e). 

In order to explore in delail the cleavage 01 ccasp3 as 
related lo MNs, we carried out double 
immunocytochemislry for ChAl and ccasp3 (Fig. 8. red 
and green, respectively), al differenl times during the 
progress of paralysis. and quantified Ihe number 01 bolh 
ccasp3-posi tive (+ ccasp3) and ccasp3-negalive 
(- ccasp3) MNs. We lound that the number 01 MNs 
posi tive only lor ChAl is higher than MNs labeled with 
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Fig. 5. Chronic infusían of AMPA induces MN death by ea~y apoptosis and late necrosis. shown here as lou. slages of lhe degeoorative process. 
ColumnA Shows representative electroo micrographs olwhote MNS loread! neurod!!gooerative slage: MNS shapeis marl<ed by a f)jac~ dOt1e<1 tine. 
Columns B and C. high magnifocation 01 intracellular regionsof!he corresponding MN in column A, Slage 1 OCCUrS al aboul 24 h afie, surgery and is 
characterizcd by stight RER swet'ng and sorne reduclion of nuclear arca. Stagcs 2-4 ocOJr in dillerenl neurons al varÍ<>us ,mes, bctwcen 48 and 
96 h afler surgery . and present more ellident RER swelling and cytoplasmic vacooles (stage 2); remarkatNe RER swe l ing 3nd q10ptasmic large 
emply areas (poots . P) and fUMer reductiOl1 in nuclear area (slage 3): Stage 4 is char3Clenzed by d issotution 01 cytoplasmic membfaoo. cellysis . 
and the appearance 01 cells wilh phagocylic ¡eatures (arfOWs in A and S), surrounded MN·deoos. and very reduced nucleus. Abllfeviations as in 
Fig, 3. See Fig, 6 lo< quanlitalive data of the changes described. 

bolh ChAT and ccasp3. because + ccasp3-MNs were 
never over 50% 01 Ihe populalion analyzed, The number 
(Fig. 88) and percentage (Fig. 8C) 01 + ccasp3 and 
- ccasp3 ehanged differently with time after the implan!: 
al day one 34,7 ± 3% 01 MNs are +ccasp3 in Ihe 
ipsilaleral hom and 13.4 ::1: 1% in the oontralateral hom. 
and the following days Ihese figures 01 + ccasp3-MNs 
changed in bolh horns but in oppasite direction, as 
lollows (Fig.8C): day two, 43.5 ± 1% (ipsilateral) and 
30.5 ± 2% (contralaleral); day Ihree. 38.3 ± 2% 
(ipsilateral) aM 31.3:1: 2% (oontralateral); day lour. 
17.5 :1: 4% (ipsi lateral) and 43.3 ::1: 1% (oontralateral); 
and day five. 11.9 ± 4% (ipsilateral) and 27.9 ± 3% 
(oonlralateral). 

In order lO determine il the expression 01 ecasp3 may 
be relaled lo Ihe degeneralion process. we delermined 
the oorrelabon by linear flt lor the association between 
the number 01 + ceasp3-MNs per day and Ihe MN loss 
quantified Ihe lol lowing day. in eaeh hom (Fig. 80). The 
oorrelalion values oblained elearly suggesl that 
+ ccasp3-MNs oorrespond to the MN loss lor Ihe ne~t 
day (fil values 0.89 and 0.94 lor \he ipsilateral and 
oontralateral homs, respectively) . 

Then we analyzed the correlation between Ihe 
progress 01 motor deficits. expressed as the rotarod 
performance values. and the number 01 heal\hy MNs 
(Fig. 8E) as well as Ihe number 01 damaged MNs 
identified by ecasp3 labeling (Fig.8F). This analysis 
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Fig. 6. Ouantitative analysis 01 lhe uHrastroclural alteratiOfls showed durir.g MN degweration induced by chronic AMPA infusion (A) 
Representativa eleClron micrographs lor healthy (control) aOO degenerated (s\a9E! 2) MN-flucleus (N): nuclear area is delimited by a dOlle<! line 
(blaek in eonln>1 and white in degenerativ(l slage 2) , (6) Absolute valuc$ ± SEM Ior cell. nuclear and vacuolatcd aroas 01 MNs. allhe lour stagcs 
desc';bed in f ig. 5. (e) Petcentage 01 101al area. nuclear and v8ClJoIate<j are as, calc:ulated wilh respOCI to \he total area pe. MN. Note consistenl 
signifocance in ¡he ,eduction of nudea, area and in lhe increase in lhe vacuolated area in B and C. $ca le bar is the same for bolh micrographs in A. 
The inse<ted table indica tes the number of MNs and rats analyzed per group and condition . . p ';; 0.0001 with respect to control . 

showed that the motor deficits are strongly correlated with 
the total number of MNs (Ff values 0.94 for contralateral, 
and 0.89 for ipsilateral horns) while + ccasp3-MNs bears 
no relalion wi th the paralysis progress (Ff values 0.09 for 
conlrala teral and 0.02 for ipsilateral side). 

DISCUSSION 

In the present work we took advantage of the remarkable 
differences in the duration of Ihe degenerative process 
leading 10 MN dealh and consequent paralysis. 
depending on the method of AMPA administration. 
Because there is no genetic factor involved in these 
excitotoxicity experiments. our results may be relevant 
for understanding MN death in sAlS as compared to 
that occurring in models of fALSo 

Aulophagy. apoplosis or necrosis are Ihe more 
common recognized processes of cell death. Although 
each one has been characterized by molecular. 
biochemical and morphological analyses. Ihese 
processes are not mulually exclusive and can occur 
simultaneously or in succession. Which of these 
processes are involved in MN death in AlS is unclear. 

Some data support the participation of apoptotic 
pathways, such as an increase in granzymes A y B 
levels (lIzecka, 2011 ). enzymes involved in apoptosis acti­
valion pathway. as well as an increase in Ihe cleavage of 
caspase-9 ( lIzecka, 2012) and caspase-l (lIzecka el al. . 
2001 ) in the serum. and caspase-3 in MNs of spinal and 
cortical tissue of Al S patients (Hart and Gi~er, 2012; 
IIzecka, 2012). However, if activation of apoptotic path­
ways occur as an initial mechanism or as a consequence 
of the MN degeneration is difficull lo establish. In spinal 
MNs of Iransgenic SODl mutant mice, sequenlial activa­
lion of caspase-l . caspase-3 and caspase-g has been 
described since presymptomalic slages (Li et al. . 2000; 
Pasinelli el al. . 2000: Ohla el al. , 2008: Rossi el al. . 
2008). but one of Ihe mosl import<lnl morphological fea­
lures of <Ipoplosis. apoplotic bodies (Yamazaki el al. . 
2005). have nol been reported. even al final stages. On 
the olher hand. morphologic observalions of MNs during 
the progress of Ihe symploms in these mice have shown 
massive vacuolization of cytoplasm accompanied by 
mitochondrial swelling (Bendotti et al., 2001 : Martin 
el al.. 2009) suggesting a necrotic process. Thus. these 
necrotic and apoplotic char<lclerislics described in AlS 
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Fig. 7. Gaspase 3 is cleaved during lhe degenerative pO"Ocess induced by ch,ooic inlusion 01 AMPA. Representative micrographs (10 ,alS per 
9'ooP) at the indicatoo times afie, surgery lo, ChAT ('00). GFAP (9,oon) and ccaSjl3 (blue) immunoolabeling in the ipsilateral and oonl,alatera l 
ventral homs. Nottlthat positive mar!< 10 ccasp3 in MNS (pink COlOr in oontral eotumns) btlgins in ipsi lattl,al Ilorn afld progroSStlS to the contralatcral 
side. associated with a glla l reaction . $cale ba' is the same lo' an microg'aphs. See Fig. 8 lo, quantitative data. (For interpretation 01 the rele'ences 
10 oolor in lhis F1gu'e legend. the reade' is rele'red to ihe web version 01 this artide.) 

transgenic models and in tissues Irom ALS patients are 
similar to the MN degenerabon processes described here. 
although the alterations occur laster. 

In this work we show that !he MN death process 
depends on the seventy 01 excitotoxic stimulus. MN 
swel1ing and Iysis wilhout caspase cleallage observed 
in Ihe ipsilaleral hom 3 h afler Ihe acute perfusion 01 
AMPA suggests a rapid classic necrotic process. 
Nthough at 24 h ccasp3 was observed in Ihe 
surviving MNs, Ihe ultraslructural allerations and Ihe 
appearance 01 macrophage-like cells are in agreemenl 
with a necrotic process. It is worth noling that Ihe 
early necrotic process observed at 3 h is correlaled 
wilh a remarkable MN loss resulting in a complele 
ipsilateral paralysis and thus a rapid lalling in Ihe 
rotarod test. 

Chronic perfusion 01 AMPA caused a progressive MN 
Ioss which slarted in Ihe ipsilateral side and extended 
progressively lo !he contralateral side, The slighl 
decrease in MN observed al days 1 and 2 were not 
enough lO cause rolarod or PGE delicils. a fact Ihat can 
be ascribed lo Ihe apparenl exislence 01 a Ihreshold 
value, 01 ~50% 01 MN population, necessa ry lo produce 
paralysis (Santa-Cruz and Tapia, 2014). However, at this 
lime we observed slride pattern alteralions. which could 
be explained by changes in the excitable propert ies 01 
MN eircuils thal affeel the reerui lmenl 01 MNs. In lael, pro­
gressive disorders in the MN synaptic inputs occur dunng 
Ihe course 01 Ihe disease in SOOI mouse model 01 ALS, 
even belore MNs loss and paralysis (Jiang et al., 2009), 

and delieienl H renex probably due to segmental MN 
dyslunction have been deseribed in ALS palients (Vueie 
et al., 2oo9; Simon el al. , 2015). 

The ultrastruetural ehanges lound during the chronic 
AMPA inlusion suggest a mixed process 01 MN 
degeneralion wilh early apoptolic lealures, sueh as 
decreased nuclear and cellular areas, and subsequenl 
necrotic leatures charaelerized by a progressive 
vaeuolization 01 MNs and finally cell Iysis. In lact, 
biochemical and morphologic charaelerislics 01 MNs al 
the lirsl and second neurodegenerative stages are 
typieal 01 an apoptotic process (Orrenius et al. , 2003; 
Kroemer el al. , 2009). and Ihe lemporal correspondenee 
belween eleavage 01 casp3 and Ihese stages also sug­
gest an initial apoptolic mechanism. Howeller, at Ihe late 
stages increased cellular area, mitoehondrial swelling and 
laek 01 caspase eleavage, resembles a neerotie process. 
Thus. the ehronic exeilotoxic process seems lO occur in 
two phases, 'he first one wilh apoplotic characlenslics 
and Ihe second wilh necrolic leatures. Interestingly. bolh 
processes halle been described in models 01 fALS (Nagy 
el al., 1994: Pasinelli et al.. 2000: Bendotti et al. . 2001 : 
Locatelli el al. , 2007; Ohta et al. , 2008; Rossi el al., 
2008) and in tissue (Hart and GiHer. 2012) and serum 
(lIzecka el al., 2001 : IIzecka. 2011, 2012) 01 ALS palien/s. 
An apoplosis-necrosis continuum similar lo our findings 
wilh the chronic model has been descnbed to oceur in a 
24 h penod after the acute administration 01 excitotoxins 
in the delleloping and adull ral brain (Portera-Caill iau 
el al. , 1997a,b). as well as in Ihe spinal cord 01 chick 
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embryos (Caldero el al., 1997), bul no correlalion wilh 
behavioral changes were described. 

lhe analysis of Ihe relalionship belween Ihe 
expression of + ccasp3, MN loss and motor deficils 
show some inleresling points: (1) Ihe number and 

proportion of MNs labeled wilh bolh ChAl and ccasp3, 
was never higher Ihan Ihe number of MNs wilh only 
ChAl; (2) Ihe lalesl MNs lO be losl were negalive for 
ccasp3, suggesling Iha! al !he end of MN degeneralive 
process casp3 is nol necessary involved. This poses 
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the question 01 whether + ccasp3 MNs are related to the 
molor deflcils. As shown in Fig. 8 , Ihere is no correlalion 
belween these paramelers. in spite 01 the lacl that casp3 
cleavage is a ma¡1( 01 MN damage because the number 01 
+ ccasp3 MNs each day correspond wilh the MN loss 
quantifled Ihe next day. This is probably one 01 the 
reasons that cou ld explain why treatments locused on 
preventing the cleavage 01 caspases only delayed but 
dld no! prevent Ihe MN dealh and paralysls In 
transgenic mouse model 01 ALS (U et al., 2000; 
Pasinelli el al., 2000; Ohta el al., 2006). 

The appearance 01 macrophage-like cells at the late 
slages 01 MN degeneralion afler bolh acule and chronic 
treatmenl suggests Ihal Ihese cells are involved in Ihe 
phagocylosis 01 Ihe Iysed MNs debris. Parlicipalion 01 
phagocylic microglia has been observed in mulant 
5001 mice since presymlomatic stages. be fore 
morphological alleralions 01 MNs, suggesling thal Ihese 
celts may be involved in the mechanism lor MN 
degeneration (Sanagi et al., 2010). However, our results 
show Ihal these cells appear only alter MN Iysis has 
occurred. 

The aslroglial reaction observed since 3 h after AMPA 
microdialysis, previous 10 the ccasp3 deleclion, has not 
been previously described. whereas that alter chronic 
Irealmenl was previously showed (Tovar-y-Romo el al., 
2007). Astroglial reaction is considered a histopathologi­
cal lealure 01 ALS, because il has !:leen observed in cere­
bral cortex (Kushner et al. , 1991; Nagy el al., 1994) and 
spinal cord (Schiffer el al., 1996; Schiffer and Fiano, 
2004) 01 ALS patienls, and in spinallissue 01 Iransgenic 
mice (Alexianu el al.. 1994; Hall et al .. 1998; Feeney 
et al., 2001, Bailtee et al., 2006; Neymolin el al., 2009; 
Gua el al., 2010). Bath astroglia and microglia acl ivalion 
has been associated wilh the release 01 proapoplolic lac­
tors (Alexianu el al., 2001; Raoul el al., 2002; Localelli 
el al., 2007) and reactive oxygen speCies (Solroniew, 
2005). However. efforts to avoid glia or microglia activa­
lion have been unsuccesslul lO prevenl paralysis in 
5001 mutant models (Neymolin el al., 2009; Keller 
el al.. 2011 ). 

CONCLUSION 
In conclusion, in this study we show that an acule 
exci loloxic insull induces rapid necrolic dealh while 
chronic excitoto~icity triggers a slow progressive 
degeneralive process, involving apoptolic and necrolic 
lealures. The delayed cleavage 01 casp3 occurring afler 
the astroglial reacHon suggests a role 01 non-neuronal 
celts in both neurodegenerative processes. Al though 
excitoto~icity has nol been clearly demonstraled 10 be a 
causal lactor in ALS, the findings described in Ihe 
present work. using e~perimenta l models independent 
01 genetic laclors, show rema¡1(able similarily with Ihe 
MN degeneration processes described in transgenic 
IALS mice and wilh several palhological observalions in 
tissues lrom ALS patienls, and thus are relevant lor 
underslanding Ihe palhophysiology 01 MN diseases. 
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Sección II. Papel del bloqueo farmacológico de los circuitos inhibitorios en la 

degeneración de las MNs espinales lumbares. 

Para esta secció n de  resultados inc luimos el manuscrito “Chronic GABAergic 

blockade in the spinal cord in vivo induces motor alterations and 

neurodegeneration”, el cual se ha enviado a publicación y se encuentra en revisión; 

contiene lo s resulta dos obtenidos  del blo queo agudo y crónico de los siste mas de 

inhibición GABAérgica y glicinérgica de la médula lumbar. A continuación se hace 

un breve resumen del artículo y posteriormente se incluye el escrito en revisión. 

 

Resumen del artícul o “Chronic GABAergic blockade in the spinal cord in vivo 

induces motor alterations and neurodegeneration”. 

 

La activida d de l os circuitos neur onales de  la médula esp inal es controlada 

principalmente por  l as neurotran smisiones inhibidoras de GABA y glicina, las 

cuales regulan la excitabilidad mediada por glutamato. Alteraciones de los circuitos 

inhibidores y excitadores han sido involucradas en la patofisiologia de diversas  

enfermedades como epilepsia, esquizofrenia autismo y ALS. En nuestro laboratorio 

hemos demostrado que el uso  agudo y crónico de ag onistas glutamatérgicos, como 

el AMPA induce la muerte de la s MNs lumbares por excito toxicidad, pero poco e s 

conocido acerca del efecto de una falla en la neurotransmisión inhibidora de GABA 

y glicina. En este trabajo estudiamos las consecuencias del bloqueo agudo (mediante 

microdiálisis), y cró nico (usando minibombas os móticas) de los cir cuitos 

inhibidores en la medula espinal lumbar de rata in vivo , mediante el uso de l os 

antagonistas: estricnina para glicinia y bicuculina para GABA.  

Demostramos que l a f alla aguda de los siste mas glicinér gicos y 

GABAérgicos no provoca consecuencias significativas en la activida d motora ni en 

la supervivenci a de las MNs. S in e mbargo, el bloqueo crónico de la actividad 

GABAérgica, per o n o de gl icina, indujo alteracion es en la marcha, pé rdida 

significativa de moton euronas y f lacidez de l os dedos en la extre midad que recibió 
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el tratamiento, estas alteraciones fueron prevenidas por el bloqueo farmacológico del 

receptor AMPA con CNQX, pero no por el bloqueo de los receptores NMDA. 

Finalmente determinamos que la f alla GA BAérgica cró nica incr ementa el ef ecto 

excitotóxico d el tr atamiento cró nico co n A MPA, cau sando una p arálisis bil ateral 

mas rápida y severa de los cuartos traseros.  

En co nclusión, demostramos que e l bo queo del  siste mas i nhibitorio 

GABAérgico causa un  desbalance  de l eq uilibrio entre  inhibición/excitación e n l a 

médula es pinal, causa ndo déf icits motores t ransitorios y muerte de MNs,  ef ectos 

mediados princ ipalmente por la sobreactiva ción secundaria  de rec eptores AMP A, 

causando hiperexcitabilidad de las MNs. Este mecanismo de degeneración neuronal, 

involucrando al teraciones pri marias de los circuitos i nhibitorio, parecen ser  de 

relevancia para el ente ndimiento de la patof isiología de diversa s enf ermedades de  

las MNs y para el diseño de nuevas estrategias para su tratamiento. 
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l. Inft'Oducriou 

Acti,~ty of!lnlfOtl.:ll circuils is controllnl by 1M ""Iion of =il<lIOl)' Of inhibirory 

!lrU[omru.min=. D)"f.gol'lIien Of lhis .)'''''ptic coolml has bttn """"i'IM "~lh ~'nal 

!lrU[ological and psyclri.3tric di~",", Ih'lI 1m". as a cornmoo rndpoinl b'iJl'"f=il<lbility. 

which Ola)' br ~ of a drcro .. in inhibilOf)' ... wotrall>lllission or an iDc= in 

=il<lIOl)' nntrOlJllffimisoiou. o<' .. uct:i"'lion of =ilal"')' nruronal ... Iw<>lb can triU'"f 

!lrU[~=tiOll by rxcilOloxicity. causing Dnlfooal dr.th:md irR\ .. "!úbl. f\mctiooal 

dama~ 3oCCor<ling lo 1M affrcTM >r.a. MOSI ~T3l STtJdie. en acilOlol<icity ha, .. 

bttn fO<"\JSM 011 rxc=i, .. gllll ...... lngic traII>Illission. using gh" ...... I. fr«pl()( agonislS. 

drspil. thr f.ocllhal aller.otious of inhibilOl)' circuils ha, .. bttn >lKmn lo br in"oh-.d in thr 

patbophysiology of~...-al di~as.rs, SlXh as rpilrpsy. sdti..zopn..nia. auti"" and 

am)'OTrophic laleral sckro>is (AI.5). 

Al.S is ch>raclrriH<1 b)' thr I<»s o f IOO1()( !ltumos I)-Dls) in cortical .... as. 

brainslem aod spioal =<1 in both familial aod spocIdic forms. aod 1M h~rxcil<ltiou 

ob=\-.d has bttn asSOCi3lM with allnatious OflM f\mctiou of spinal cimJitrie.. contmnM 

by!lrU[ona] nern"Ofh fonnrd b y ~...-al kinds o f cdls. Thr mosl imponanl compooenlS 

!hal rrgubtracil.bility ar. 1M abuodaru inhibilOlY im= V2b. VOCIG. VOD aod 

YOV. as wen as 1M Rmsh.1w cdJs. lha! <reei, .. aff .. enl5 frorn thr ¡'lNs aod di<rctl)' inhibil 

!hem thmugh 1M rrlra", ofGABA and glJ<'ior (R.unirez-Jarquin .. al . 201 4 ; Schnei<kr 

and F)'ff • . 1992; T odd and Solli,""". 1990) \\'hrr.as lhe glll1 ........ -mrdi31M acilOloxicity 

has bttn amply srudir<1linl. is kno"n on thr dfrc¡ of lhe blocbdr ofGABAngic aod 

glycin..-gic inhibilOlY tJansmission in ,,"'0. :md !bis is 1M JIIlIl><R oflM pr=1 work 

FOf Ibis I""J"O"'. w. SrudiM thr . lrrcrs o f thr di<rcl administtaTion ofGABA .. gic 

and gl)'cinrfgic """'gomSls in thr lumbar .piml c()(d as " .. n as thtir intrraoctioo ,,;th 

gluTam..1" <re<plor agoni<1s:md mtagoniSl'. lo know wbrthrr thr aller.otioo of .xciI<lIOf)"­

inhibilOl)' balanc. c",,1d f..wl in ¡'DI b'iJl'"f=itation and drgrnrr.tiou. W. administnM 

1M drugs ""m.ly. by "',,,.os of fr\,....., microdWysis. aod chrooicall)' using <»mOIic 

minipwllps. Usiog m.:.. procrdure.. w. ha, .. prniously >lKmn lhal acur. AMP A pr<fusiou 

produce. MN loss aod p;nalysis in 3-12 b (Corona aod Tapia. 2004} whrf.as il5 chronic 

iofusiou .... ullS in progrrssi, .. MN deg .... r.uion aod gradual ~ysis .Iong ~...-al .... :ys 

(fo,or-y-Romo .. al., 20(7) 

, 
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2. :\I.ltlül and IIIl'!hods 

1.1. Animal • 

.'1.11 m. ~s ,..= madt using:odu]l \ViSTar mal~ ms (270-300 g). handltd in 

~~ ,..ith m. Ruks rOl" ~ and H~alTh Mann-s Q>laieo) md ,..i th iru"n:uiona! 

STanduds or r=eh:mima! ,..~Iw (inclnding ARRIVE gui<ltlil>es). and ",ith JPPfO,ol or 

m. local Animal Car~ Cornmin.., (Appnw:,1 No. RTI2 1·14). Anim:lls ,..~r~ boo~ in • 

coo{Jolltd bboGol<><y rmirOlllllml: 12 h light'dm: cyd~. 3d libitum. :occ .. s ro ~ar 

:mima! ebow :tOO ,...1". All surgical prOC<"dur .. WtR pnformt<l un<Itr gmtr:ol ;mrslhrsu . 

.'1.11 effom ,..~~ madt lo mi!lirnj", suiferin¡¡; orm. :mima!s. 

l.l. Drugs 

A¡"'¡P A. CNQX :tOO MK801 w= J"lfchastd from Tocris Bi=~. md bicUC1l!liM 

mrthbrom:ide (Eic) and 5ttydwinc (Sny) from Sigma Aldrü:h. f o< arul~ 1R.1mml 

(microdWysis) Bic artd Stry (1 O< 5 01.\1 each) w= <Ii""h-td in Krdls-Ringr ,.,!uTion 

coot:lining (in m.\l) 118 N.a, 4.5 Ke\. 1.5 MgSO,. 4 .0 N. ,H,PO.o . 2 .5 C.el,. 15 NiliCO, 

:tOO 10 g1uctR. pH 7.4. in all = osmolarity w:os m,j!l{.jord by rw.ring 1M ,<.el 

roncmlr.lTion proporTionaUy f Ol" clrrooic ttr.1mmI. O>mOIic rnini¡MllpS (Al2rI ~11004. 

"'~ -250 )lL. I10w m~ 6 )lUd:iy) ,,~ fillrd ",ith oot orm. follo,..ing ...,Iwoos: .\.3linc 

Ofphosph:lI~ buff" (PB) fo< conlml groop<; Bic 5. lOor 17.5 mM; STry20 O1.\l; Bic 10 

m.\I-CNQX 1 m.\l ; Bic 10 m.\I- MK80114 m.\I; A.\IPA 3.8 m.\I; artd AMPA 3.8 mM 

+ Bic 10 01.\1. PwlIps w= iocuooltd fo< 48 h in filT~td salinc ...,luTioo .1 37"C rOl" 

st:lbilizaliOll. ~ CODCrnlmions ,..~~ ehosrn 011 m. basis orl'W-iously publiilird RSUllS 

:tOO on prrlirninary aptrirnrnlS (COfOO3 artd T3pi:a. 2004; Luo--Gómrz and Tapia. 2016; 

To\'ar-y-Raroo ~ al. 2007). lo lhr c.", o f ,u..IPA. ,..~ rt<Iuctd tbt l'W-iously!ud 7.5 """ 

roncmlr.lTion lo 3.8 m!l.1 in or<Itr lo diminish m. ""-mty OflM ~xcilolOxic eff<C1. 

1..3. Surgkalprocwhimi 

Surgny ror lhr microdi:ilysis proct<luR w:os pnformt<l " 5<1lIi:llly .s l'W-iou>ly <ltscribtd 

(Corona:me! Tap;., 2004) R..oIS ,..~ ....... m.tiH-<I "ith 5 .O"/o iso~ in carbogn¡ (9~~. 

Q.JW. Cn, rnixturt) :tOO pbctd in • S1=ta:<ic .spinaI uni! ; iso~ concenraliOl! ,.. .. 

gr:odually djrn j!lj<.brd lo L5 - 2.0 % during tbt surge»'. A m«lim "'gi1t31 incision 0.5 -4 

• 
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cmloog) lO .. ~in 1M back (skin,..:os "h:l\~ c~:md <Ii,inf..,tM~iouslYJ and 

1M undtrlyin¡¡; faseia:md D1usd. li' .... ,.. ... dis=ttd. Ibt spioous procts. w:os 1tfI)()\-M 

"i!h • <Wl. and a -1 mm dWntt .. holt lO .. <Irilltd in IlIt rigbt lamina "fIM lhird lumbar. 

lbt meningts ,.-... car.fuJly 1tfOO\-M ,.-i!h • mtl311ic hook and a microdi;¡!ysi, probt 

(C¡'1A7. C3IIIegie, S,,~) w:os k>,.. .. M int" 1M rigbt donalbom oflM spina] cord. lbt 

pr~ w:os ptrl\I>r<I "' a flux [a~ of2 )lUmio "i!h Krtbs mtdium during O<lt h for 

stabilizatioo. and thtn ptrl\I>r<I for 25 mio (SO )lL) ,.-ilh oot "fIM mtdi;¡ iDdiC3lM .b",..,. 

usin¡¡;. microinjffiioop.w!p (OH/loo.~, Swtde:nl- Afltf llIt aperimtm. ~ 

microdial'l'i, probt lO .. gmtly [em,,,"'¡ and IlIt skin incisioo lO .. SururM. :tOO aft .. 

[tro\"tfnI from 1M ..,..thtsia :mim.lo ,.. ... pbCM in ;OO;:\~cIual cagts and SUbjoctM lO 1M 

moTor Itsl5 . ¡ 11It timts iDdica¡M in RtsulI5. :tOO finally "",rificM for hjswlogical .rudie. 

Surgny for 1M chronic proctdur. lO .. pt'ffonntd :os prniously dtscribt<l (TO\"",-y­

Romo ti al . 1007). s1ightly modifitd. Ibt initial tissllt <Ii=tioo ,..:os m:>dt :os dtscribt<l 

abo,..,. :tOO .ft .. ~ opinoos proc= ,.-:os [em<>\.t<I , OIainl=-slttl SCft'l" (3.7 mm long, 1 

mm cIiarntttf) ,.-:os fixtd in IlIt b..., "r~ prOCtsli . A cannul. (1 mm long, 50 )lD1 iottfIl31 

di:untl .. :tOO 80 )lD1txltfIlal diarntttf. VitroCom Inc.) ,.-:os c",eMly . d .. aoct<l dow" ioto 

1M dorsal horn: lrus pr~ lO .. amchtd lO 1M calhtttf "fIM """",tic minipumps; unioo 

,..:os sealM with C)'EOOCf)1.:itt and ~ implaru ,..:os fixM ,.-ilh dmtal CtfDelIT. Osmotic 

minipumps WeR subcuTal>Nl<lSly implantrd in l lIt brl oflM animal. f jn;¡lly, 1M skin 

inci,ioo,..:os dCRd ,..ilb surgicalStain1ts'h'ltd dip". antstbtsia,.-:os Wilhd",wn and 

animal, ft«i\-M a sing1. intuptriloneal :mTibiotic sho!. Thty WeR ktp1 in iDdi\~dual cagrs 

"i!h food:me! ,.-.t .. 3d hbirum during 1M ptriOO "rIM motor ttsts 

1.4. Moror h<!Jur.'ior I!IYJlooú()lt 

s."..,., da, .. prior to surgny, "'I!i lO...., Tr:Iintd in rotarod (Columbus Instnwltnl!i. 

Columbus. Oti USA):md. \..n.tioo of~ p."- grip mdlfanc. (PGE) Icl::. Afltf surgny 

animal, ,.. .... \"alualt<l in .:>eh I~ d:lily until f"",tion. For rotarod lest. ",Is ,.-alktd 00 :m 

a.cccltuting (0.1 [.v/ruin ptf s) roc1 staning from 10 rpm with a rut-<>ff o( 120 ., 1M 

a\'tf;¡~ timt for thr .... n tmpl!i w:os srorN For 1M PGE. ra" ,.-... pl:>r«l 00 a horizoolal 

plact<l grid (40 x 25 cm) tbat ,..:os gtfllly TUmtd until ft:>ehing a \'tftical p<»itioo. Av.ra~ 

timt ofthrtt allt1llpts lO dimb to 1M 1"1' "fIM grid or 1M l.teocy to f:ill ,.-1Im IMy ,.. ... 
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unable lo climb w:as =~ "i!h • cul-olf of 40 s. In :oddition. stri<Ie pan"", oftbt hind 

footprints w:as =or<ling by inking 1M Ilindp;Iws wi!h noo-Ioxie C'hin= and makr tbt 

anim.:ll, waIk aIong. p:Ip<r 10 x ]00 cm runw.y. 

1.5. Hj;tolagy and immunojluorllScmc~ 

Al lbr md oC ~3Cb molor ~5! pmod "''' w= pnfusN and fix~ fOl hislOlogieal and 

immunohi<!ological:malyse¡:as pr~iously <ltscrit..d (COfOO.1 and Tapi>, 2004: To\'",,-y­

Romo r! al . 2007). Animal, w= <leqdy ~Ibrtiz~ wi!h an intr.lptril"""al injttTion oC 

pmlobarbit:ll :md ~ tr=:ndial]y "i!h 250 mL of i=kI 0.9 % salm.. fu]low~ by 

250 mL of ic~old 4% p:naformalddtydt in O] M PE. pH 7.4 . Spinal rord w:as fftOO\'m. 

posl- fix~ in 4% par.lformaldthydt 314°C fO( • wttk. :md succe;si\..,]y dthydr.ll~ in 

""''''''' g<adiml!; (up lo 30%) TWnl1y Traru\'~ =tions (40 Jilll thir1<) oftbt lumbar 

f~gio<l31 lbr ,il~ oftbr c:wnul:o, Wft~ obt:lintd in. cryast.1. Allemal~ ,...,ti"", Wft~ 

,t:Iinrd wi!h CRSyI ,iolr! or imoruoost:linnl for cho~ >Cfl)11rllnSf= (ChAl) md glial 

fibrilWy .odie protein (Gf AP) 

ImnruoolloortsC"""" for ChA T :md Gf Al' " ... pt'ffi;>mlM on flo.oling >Jir .. whicb 

wft~blocW "i!h 5·/o ofoo' .... 5ftUD1a!bwnin in 1'B O] M "i!h TrilonX-]OO (0.3 %) for 

2 hmd afkra~ lo lO31 poI)"lonal :mti-a.AT (ChAT. 1:200; Cbemiroo. Trmrru1.:I. 

CA. USA) md ~ pol)"]ooa] :nlli-Gf AP (] ]000, Sigma AkIrich):os prim:Ify :mtibodi .. 

for 48 h 31 4OC. &cr:ions "..,.., w3Sbrd thr ... Irro., for ]5 ruin in 1'B-Triloo :md inrubated 

"i!h biotynil-ronjug:l1~ 0100'" :mti-go.ol lgG(1200: Vttlor. Bur1iog ........ CA. USA) for 

L5 h. After thrtt w. sbrs. 5«lions Wft~ incubal~ for 2 b "i!h biOTin<onjugal~ ~ :mti­

lO:l1lgG (] ,:.!OO. VttlorLabs) andaftn "i!h 3\idin-T~ Rtd eODjuga~ (] ,:.!OO. pH 8.2 ; 

VttlOl) :md mC-e"'liull",~ :mti-moo", :mtibody (1 :250: Z}'Il1<'d. C:nl,b3d. CA. USA):os 

=<>IXI.lry antibodirs. Sh~ Wft~ IOOIIOI~ 00.>i1IDt (Sigma Aldricb) tr.",~ gW.s >lidts 

and ro\'=lipprd wi!h fluor== mouming mmium (DAKO, C:npin1t1i3. CA USA) 

&cr:ions Wft~ \iswhH<l uruIt-r • ronfocal Ol)mpus fV10i micfOSCO!l". m:mu:illyadju>Ting 

tbt par:nnr!ftS ofl:asft irumsity and ~iti,ity fOl ~ach ~l. ,,~ imag .. :n~ tbr 

m-.,rlay oC !i\.., l~ =:tions in tbr Z p1IDt. u.>ing 1M OIympus 1.6 Floo,i~\1' 

MorphologicaUy "!l,b""g~ "Dls in Ibr Ni>,l prql:nlllions ("i!h • 5ODl:I di:tmr!ft 

>25 Jilll and di'Tinglli5.h:ible nucleus) w= rounted in. lOX micm;rop;e fi~ld. Thr nll!llbtr 

, 
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oC ",,11, w:os <k-trnninnl in =!ions whrf~ ~ 1JaC~ oro.. infusioo. cmnuL:i "':os ~'iden! Ten 

his!ok>gical 5«lioru po" r.u ,,~~ rounlM:md o.. v.llJeS w= ~\=g...t 

3. Rtsults 

1k microdialysi' ~oo or Stty .1 1 or 5 01.\1 coocenttation <lid 001 iDduc~ :my 

signifiC3llI l>dlavioral or hiSlok>gieal all=lioo: rats pnfonnM .inilarly lo ronttols in o.. 

roTarod I~t ror ~"eI! <l:iys :md hiSlol<>gieal """ immuoocbemical OO=;'<Itioos wi!h ChAT 

:wd GF AP <lid not sho\\' ~e-< loss or gIialroctioo (Fig. 1) . Animal, ucr:i\"ing Bic (1 or 5 

01.\1) rell from o.. roTarod in 80-9'0 • 6 h;¡ftft o.. ~s md rttO\"ftM slo"'ly <tJring 

o.. ~t bours (Fig. IA) . :md ~ tt~"t...t ",ith 5 01.\1 Bic ..oo",...t:w incttas-rd sensiti\ity 

lo Ihr ront;><! in thr ip>il:neral hindqu:lrtn". ob5ft\-...t by o.. ronttactioo o r ip>iL:neral 

pb.l:mgl'S in<Iu<N by ~ <liscrM mrchanical . timul.:uioo of~ i",ibtera/ COOIp3d. After 

ftt()\"ft)' ft<>lll aoes!Msi:llhrs.r animal, ..oow...t tr=ilory ronlJaCtioos oflhr i",il:u .... 1 

hin<! P' ''' :md oce:osiooal ,,'tt-rat o.hdk~; !hrs.r .ymptom, oCbYJl'"f=iubility di~"""" 

;¡ftft 40-50 mino No MN d.unagt ()f g1ial f~actiOO ",as <>bsn\-...t in ibesr :mim'ls . t o.. en<! 

oro.. 7-<l;¡ys obsn v. tioo pmoo (Fig. IB,e). 

In ro!ttlSl lo ~ minor dIoc!s orth~ arul~ microdi:llysi' ptrfu;iOfl chrooic 

infusion or Bic .t 5. lO """ ] 7.5 m.\\ roncentr.ltioos C3us.rd conr=tion-<l<pmdenl 

alt ... tioos or motor beha\ior aloog ,..,,~al <I:i)S, ",hrf~:os chronie ~ m.\\ Stty " ... 

innocoous (Fig. 2). Bic 10 md 17.5 mM in<Iu<N transilorydr..,!s characrmz...t by 

grooming, h~ti\ity, rocal fueirul:llioos. SCflltChing :md bilin¡¡; oro.. ipsibt .. al 

hmb, :mdmyoclonus orhindpaw. no.... beha\ioral.lt .. aTioos w= masl int= "im 17.5 

m.\l indud...t al"" Im:¡uent wcHaI shakrs, :md 5 oro.. lO r.lts u •• t...t dir<I in gc-neraliz...t 

1000e srizur. ",¡!hin o.. firsl24 b ;¡ftft Ihr implan!. Thr I:ueney to Ihr [IISI .)mp1om:md o.. 

duuTioo of~ drrcts. :os indicatr<! in Fig. 2B (while :urows) . W<.S 4~ <l:iys. 2 <l:iys :wd 1 

<l:iyfor 5. 1O:md 17.5 mM. f~!i\'tly. Thr all=tioos oro.. hind hmb lOO\'tIllenIs w= 

manifcs~ in o...~ p"n= as lhr . bsencc oflhr i",il.t..-.ll roo~t. btt,,= 
uocoordin:lI...t mll5d~ rontracTion ofl)¡js hmb c~ W I uts "'<Illr<! ,.-ilh o.. p"'" raiscd 

:wd rons.rquently Ibis ¡>:Iw was ooll'tCOf<k<l in lhe stridr ¡>:In= (Fíg. 2A) . FOOTprim 

fttords al",..oow • pmuaoenl dr..,l, Wt STan...t 31lhr timrs indiC:llr<! in Fig. 2B (R<I 

3fID"s). cloar""'mzr<! by md!rin¡¡; pIlal.ange; tlaccidity WI k.-.po rhrrn. tighlly joim, 
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dilf.rnuly f[0IIl1~ btallhy fOOlprinl ",hicll o.bow ~IN fmg= (Fig. lA) All tbt 

anim:l1s lf~alN ",ilh ID m.\ 1 md 175 m.\ ! vr=IN ~ pmnanm1 all.raTioos bm ",im 5 

m.\ 1 ooly 50'10 showN m=-

As o.bown:01>o in Fig. l B. tbt molo< :o11.raTioos, as dtlttlN by tbt rotarod I~, 

mn~d sinrull:mt<>U<ly W11h tbt finl bdl,,,ior:01 OympIOlll. Retn.l!bbly, "im tbt 1M.., 

roocmtr.lTioos o f Bic tbt nLlXim:Il ~1f"'1 was lo faU al - 5G-60 o md in . n c:>= lhis ~1f"'1 

",as IJanSilory. bul ",im notlble Time """"" diff.r~: w1m 17.5 m!I.! lhio 5COf~ ",as 

anaintd al lbt firs¡ <!:Iy md gradual1y <..,o\~ by <!:Iy 4 ; ",im 10 m!l.1 il ",as I~""htd al 

<!:I)~ 5-6 """ I~ <=>\"ft)' al <!:Iy 14; :md wim 5 mM il ",as ob.nv~d al <!:Iys S- lO md 

<=>\"ft)' al <!:Iy 16. In c=, 00 signifiC3D1 :o11=li""" w= dtTttIN in tbt PGE te;t al 

3Dy Sic c<meeIIlfalion (Fig. 2C). 

HislologiCa] :md ChA T imorunocylocbtmic:01 """",,,. Tioos . 1 <!:Iy 16 afkr pump 

implant =~akd no . ignific3DI change¡ "im 10 01.\1 51f)' or wim 5 mM Bic, "n.r~as 10 

md 17.5 01.\1 Bie iOOucM -33% 10>0 o f MNs in I~ ip'i1ale.-al vmtral horn. but not in I~ 

rootralate.-al sidt (Fig 3). Ibis ¡"e.¡ dtgm<raTion ",as a.ccompaniM by 3D asttogli:01 

",,,,,¡¡<Xl as <kmonstJatw by in= GF AP immuoolabding. Somr GF AP 

inmrunofluor=roc~ was :01>0 OO=\-N " i m 5 mM Bic :md w1m 5try, probably ~ lo tbt 

mtdIanical dam;¡~ p«><!Il«d by tbt cannula 

B:isnloo I~prnious 1=115. "'~ orlttlM tbt roocrnlIaTioo ofBie 10 01.\1 for tbt 

,,",,1 ~s. aimrd al stu<Iying iftbt h:ypt'f""cilability in<hIcM by Sic ",as mMiatw 

by gluram.11t'fgic p;!m",. ys 

Block::;odt ofNMDA <<<<pIoo; by MKSOl dt<=Istd tbt inlmsity of tbt IJanSilory 

btha\-ioral elfttlS of Bic. rNucing grooming :md hyp.rsmsili\ity of tbt ipsili.1t1al hind 

limb :md prn't1ltin¡¡; tbt rasciculati""" md myoclonus. 'This prOl..,m·~ dIttI ",as 

manif .. 1M in . btttn pml>mw>c~ in tbt rowod test (Fig. 4A) Hown·n . tbtpennanml 

dI..,ldtTttlM by tbt fooTprims ",as 001 prn-m1M by MK801 (Fig. 4C). lnlne;Tingly. I~ 

blocbdt of M !PA -<<<<ptoo; by O<QX ~ oppo>il~ dfuTs . • ~ neitbtr tbt tt=ilory 

""Ti"" ofBic 00f tbt rotafOO ¡¡ro[~ ",n~ modifu<l as cornpared 10 Bic aloot. wb.r= tbt 

pennanmt change¡ ""ef~ prn -m1M (Fig. 4A. q . 1k PGE pm-""""""" o.bo\\-N 110 

:o11.raTioos in my of tbt groups (Fig. 4B) n..re ,,,as:01>o a dilf=nt elfrcr of MK801 md 

• 



89 
 

 

 

 

O<QX Rgarding MN dtgm.raTion tM (onntr was inrff..,m.., whi!. CNQX totaUy 

pr.".mtM t),. MN los, . ;ro>r<l by Bic (Fig. 40). 

In om.t ~ts to t.st whttbr< ghllam.1t. =q»ors = invoh""¡ in tM 

mn:haoi"" ofm. hyp.rucitabihty ind\xM by Bic, ,.-• • rudiM whffil<f m. prt\ioo,ly 

dtmonstratM ucilotol<ic ""Tion of AMP A (Coron.1 :md Tapi>, 2004: Rami=:-Jarquin and 

T~a 2016: To"",,-y-Rorno.t .1. 10(7) ,.-as aff..,tM by Bic infi¡,ion. As ,ho,.-'O in Fig. 5, 

al tM C<>OCeIIIr.ltion lJ5<'d AMPA inducM . Io,.-Iy prog:r~ ipsilJl..rn molor ddlcits and 

par:01ysi, :o1ong l O d.1ys. manif.'tM as fall from thr rotarod at 9(1 • 31 .... y 4 . W t rtaCMd 

-50--60 • m. foUowing .... ys; diff<fmt1y from m. f..ru1S with Bic. this d'..:' was 

pmn.u1Olt unTiI .... y 10 (Fig. SA). How.,,'n. AMPA did oot :o1t .. m. PGEJl""'Í~. 

!llOST prob:Ibly \ltt;ro ... as show'O by thr stridt p:m<m 1),. cootraL!t .. :o1 limb was oot 

aff..,ttd:w.d thi, ,.-as mough to chmb m. grid: ooly ,hr ipsibt..-a1 hmb pr=tM p3f:01ysis. 

manif",ttd by m. dugging ofm. paw (Fig. sq ~ .ff."lSo( AMPA,.-..., d .arly 

pot=i.otM by Bic . • ~ 1M :mimals co-infu>r<l ,.-ilh botb compoonds f.U in -]00 s al .... y 

2 """ 1),. dtficit rapid1y prog=>r<Ilo «:>eh -20-30 • 31 .... y S :md did oot =0\..,,- (Fig. 

SA) . This potmti.oTioo ,.-as .Iso .-.marbb~ in m. PGE ~ and in 1),. , Tridt p.n<m ~ 

from .... y 2 m. tm.. to chmb ~ -] S " :md by .... y 4 1M falS STa"M to f:011. al .bour 

-2O--2S ., irlst""" of chmbing (Fig. SB) . ~ dtficits c:m bt =latM "itb 1),. :o1t..-aTioos 

in thr stridt pallm! WI indicalM WI both Iimbs ,.-... aff..,tM from .... y 4 :w.d by .... y 8 1),. 

:mimal, pr...ruM bil.tft:01 p3f:01ysis (Fig. 5C). 

n.. potmti:llion ofm. motor dI..:'" of MIPA by Bic was d.",,]y corrd;¡ttd ,.-ilh 

m. hjstologic:01 :md Ch. .. T and GF Al' immunocbmlicaI obs= .. tioos. AII.¡P A irI<Iu<N 

- 80% MN los. in 1),. ip>il:um.1 bom and 20% in thr contr.ll:u..-a1 bom as wdl as int= 

astrogh:01 rocTioo Rrmarkably. MIPA + Bic co-infu,ion incrt:ast<I m. II.DlI"", to ntarly 

100"/0 in 1),. ip>il:um.1 bom and lo -80% in m. rorur:lbt..-al ene, :md funhtr iocr.as«! 

GrAP bbding(Fig. 50. E). 

Inhibitioo in m. spina1 cord is m<diattd by m. ""Tioo ofm. GABA """ glycin • . bu! Ihty 

...." lo pl:iy diff .. mt rol.s in m. control""" modulation ofm. . pina] cord lI<IlfOtI.l! 

""Ti\ity. GABA<fgic cirrui", ha,.., btm associ.ottd "itb 1),. modulaTioo ofm. ""Tiúty of 

, 
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Iocal ... twarks (inn~t:ll communieatioo} whilt gI~ DtUrottammi"ion is 

involvm mainly in tbr rontrol oftbt rommunic.tioo bffiI.'ttIl diffr'fem "'gmtnls alOll8 ~ 

spirull cord (in~t:ll rommunic.tioo) (Hansoo.:md 1 a!ld~, 2003; Moody""" 

Bo:;,,;na 20(5). n.;s diff .. ential rolt in tbr 'Pina! Ilrtwon rivity may ""'I'bin tbr bck of 

eff..,ts ofSny """ ~ alt .... ti= of moIor bth>\"io< indocm by Bic. In f>el. Stty did oot 

~okr motor alM3tioru. ~\'eI! "ben infu5t<I diJring ...,,~al days. bt<:~ its etf~ wou1d 

f~uir~ tbr b!ocka<lt oftbr in~gmental glyciDefgic cimJits. "mch :!pparently <lid no! 

ocrur. In rontt:m. bo!h XIJI~ and chronic o.,. =ts of Bic ~okm hyp<rexcit:ltioo oftbt 

ipsil.tftlll hind limb that can bt ascribt<l to deficient rorurol by tbr !oc. l GABA .. gic 

!lrU[ooal ciITuits in tbr 1umb3! ..,gment infu5.rd. 1k f""t that tbr inlmnIiat~ 30CUIc ~ff..,t by 

microdiall"i, pnfu,ion w:as w~ak """ of o.hort <lur.!tioo i, proI>:Ibly dIz to its rapid 

diffusioo 3Íkf tbr shon ~ penad (25 ruin) of .dmini<tutiO<l 

W~ usm thrtt diffe.-em roocen!r3tioo of Bic for its chronic infusion and 

intere;tingly. ~ <lur.!tion oftbt initial tr.wsit<><y 'ymplOOIS of b~it:ltiOll w:as 

in\"nSdy proportiooal to ~ concenntioo usnL """ ~ hyp<racit:ltion w", IlWlif~ 

bt .. :as • Ioss ofmoto< COOfdinatiOO that madt ~ :mimals fall from tbt rotarod (Tig 

lA.B). 1k btginning ofthi< etf~ w:as coocenJr.ltion-<ltpendent bot. oot:lbly. tbt fttm"n)' 

3long tbt following <1:1) .. w:as much lI>()fe ~id ",i!h tbt higbtst roncentt. tions th:rn \\i!h 5 

m.\!. Btt.""" in al! ca ... tbt fttm"n)' "'''' COlllJlltt~. tJ>.s,c cffr<:!S c:mool bt diJe to MN 

<Icgm<r.tiO<l :as conftnncd by tbr sligbt Ioss of!,.!N (about W /o) tIlat "'''' obsn\-m . t tbr 

~ of complC!~ rocovny ",i!h 10 m.\! and 17.5 m!I.! coocentr.uioru. n.;s i, in .grcnnent 

\\i!h pr~ious r=!lts showin¡>; tIlat m.r~ is. rorrd.tion bC!,.-ttn "DI dea!h """ par.t1)~i. 

(Ramíru-Jarquín :md T.pia 2016). '" ",~11 '" \\i!h tbt fmdin¡>; ofa th=bold lIUIllbtr of 

about 50% bral!hy MN. be1o", ",hich paralysi. is rornpltt~ and irr~'nSibl. (~--Cru:z 

:md Tapia. 2014). Thercforc. tbt !DOlor defiot. caUotd by Bic rould bt apbincd by 3 

tenJ¡><>ral <lisinhibitioo ofMN >di\;ty lcadin¡¡; to molo< inroordinatiO<l A proI>:Iblt 

apl3113tioo of",hy!bi. ~ff..,t diS>ppCars ~= ",!len Bic is being comiwously infu>r<l is 

tIlat tbt chronic GABMrgic blockade ~licits homrost:ltic mcdlani>lllS ro compm>:lt~ for 

tbt inhibitioo/exot:ltioo im~. n.;< has bren >lKmn to ocrur :as 3 f~t ofBic -in<lIl«d 

h~it:ltioo in ~ ncoron::ical culNln. ",hich c:ro ... 3 down scaling of GtuRl :md 

'" 
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GluR2 surunitsofsurf""" AMPA =<pIors (Rrim= ~ M . 2014: Sunand Wole, 2009):as 

wel1 :as rM>cr:ion ohyruptic A."IPA ["""Ptan in tat tllldms a.ccumbms (Th.t:I .,¡ M .. 20(8). 

Ibis pos,ible com¡>m>3tO<)' mochani>m could OCCUJ if tbr d[""" of Bic wfte ....., ro 

disinhibitioo oftbr =itatO<)' onuoo.a1 eirruits in."O!vin¡¡; AMI' A t"""P'ors. which is in 

a.ccoro ,,-¡ti! OIJ[ findings that Bic elenly JlOImti3tr<l tbr eff""t of AMI' A ,,'hnt botl! drugs 

wfte ro-inIi=d and with tbr tOlal prt\-mtioo oftbr Bie-inducr<l ~ <ltgn .. ution by 

O<QX althougb thi. :mt.gonist did oot .>ignifie3tltly imprO\~ tbr ;>nfunn:Ioce in tbr 

rotarod test . Such prOlectioo w:as not obst'I\-e<I witl! tbt l'<~IDA =<pIo< antagooi<t 

MK80L which is consistent ,,;thourpr.,,-ious fmdings>howing th>t MIPA infusion 

induce; ¡.,~ los. tl!mugb tbt ""tiv"ion ofe." -pmnr.ble t«<plors. while mIDA i. 

innocuous (CorOO3 and T:rpi3. 2004. 2007) The.-tf=. ".., eoodu<lt tI!:1t chronic deficient 

GABAftgic ...",-ott:w.s.mi,sioo is 5Uflicitnt to induce motor Mtt'IOItiOOS and MN 

<legm<ration by 5«ood:ny m-nactiv3tion of MIPA [«<plan ....., tJ rndogmou, 

glutam:lte 

In tM mutant SODl-G9 3A ~ model of familial ALS . neurophysiologieal 

srudies of l>tUfOD:l! 3Cti,-ity in spinal roro organot)pic cultIRS (Koo.,¡ al .. 2(04) and in 

cortical , Iices (van Zuoden ~ .1., 20(8) h>\.., <ltmOllSlJ3tr<l MN hyp.rucitability dilJin¡¡; 

pres)mptom:ltic stag"'. In th= tt:msgenic mi"" . • rM>cr:ion of GABA [el."", :md 3D 

mcr."", of tbr GABA tr=ponft. measm-.d in g1iosom<s isol.tr<l hom tbr spinal eord 

(M~ ~.L ZOlO}:as wel1 :as <ltsntsitizatioo ofGABAA [""<pIon obs=~ in eulrur.d 

MNs (C:nunchio .,¡ M . 20(8). indicat. deficitnt GABAngic inhibitory D<Urotr.w.s.mi>.>iotl 

Ch.utges suggestin¡¡; thi, t)'p. of Mt=tioD'l ha ... btt:n <ltscribNI .!so in ALS p;lti<:nts, such 

:as <Itcr.:l5<'d l.,...,ls of glycin< in 'pin31 cord ti ...... (MaI",,""t M . 1991). altbougb no 

changes of GABA in csr and spinal cord w= dettcttd (Kostt'lOl-Pruszczyk ~ al . 2002; 

Males,. ~ al.> lWl). Rr<Iuctioo ofGABA l ..... ls w:as >ho\\n by D13~ """"""'" 

s~opy in tbr motor corte:< of ALS p3tients (Fonstn .,¡ al. 21)1 3). :as wen :as 

<Itcr.:l5<'d ;¡!plla- l sururut ofGABAA r"""Ptors :md upr.gubtioo of glut:llll.1t< 

dn:arboxyl= expression (l'ttri ~ al., 2006). Rtgarding glutarnat< ..urotransmissiotl tbr 

bd: ofRNA r<litingof tbr QiR site in tI>< GIuR1 subunit of MIPAr«q>t<>n, which results 

in C." -pmneable I«q>tors (H1DIl' ~ al . 1991). has btt:n comidertd;¡ pos,ibt. e.n= of 

ALS (JUw3hau .,¡ M . 2003 ; Kw:ik ~ al . 2010). Tbe~ findings. takn togt'thn. sugg<st tbr 
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in,'OlVmlt'!lI of inhibi!ory IJa!l>missioo failur~ :md c.,. -pm!"'ab1~ AMPA =rp!0f"S in 

AV •. 

5. Coodosioo 

In c""c/u,ion. oor [~sul!S demoos!r.u~ !ha! :In imb~ inhibitioo.'acil<ltioo in tbt spinal 

rord . in<IlJ<N by blocbdt of inhibilory GABA .. gic DtUro!r.IIl.>.Dli,sion. c~ tr=ilory 

moTor dd-.cil5 :md ¡"e-< <!tatb. dr..,ts !hal 3[~ mrdi:urd rn.;¡inly by =oodary o\-nXTiv<ltioo 

of AMP A ftttp!Of"S leading 10 ¡"IN hypr<aciI<lTioo. This mech:wi>m of!lelllOO31 

<ltgmr<atioo. im'Ol .. ing primary . 1! .. atioos oC spina] cord inhibi!ory cirrui.ms. 5ftDlS 

fd~\":m! Cor un<Itrst:mding ~ palbophysrology oC ¡"IN di",:.= :md for I~ <ltsigo of ...... · 

.Tr3!~gie; for tbeir 1f~3tmeol. 

Conrun oC in!",' .. 1 
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Fi:. 1. AC\JI~ ptrfusioo ofStry md Bie <lid noI ~ ""y .ignifie2llt dI~. A) Rot;¡rod 
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XI. Discusión  

 

Excitotoxicidad y degeneración de MNs: ¿apoptosis o necrosis? 

Las patolo gías or iginadas por l os procesos d e la muerte neuro nal manifiestan sus  

síntomas según el tipo celular y el área af ectada. Particularmente las enfermedades 

relacionadas con alteraciones de las MNs, como la ALS, presentan déficits motores 

a dif erencia de otr as e nfermedades neuro degenerativas que afectan a los pr ocesos 

cognitivos. A pesar de décadas de investigación aún no se conocen las razones de la 

selectiva vuln erabilidad de las MNs. S e ha sugerido que las MNs son alta mente 

sensibles a la estimulación de receptores AMPA permeables a calcio (Carriedo et al., 

1996, Van Den Bosch et al., 2000, Van Damme et al., 2002, Corona y Tapia, 2007), 

probablemente debido a que presentan un mal amortiguamiento de este catión (Ince 

et al., 1993 , Alexianu et al., 1994 , Siklos et al., 1998), ya que interesantemente las 

MNs del núcleo de O nuf, que no se af ectan en la ALS, present an una elevada  

concentración de las proteínas a mortiguadoras de calcio, la calbin dina-D28K y la  

parvalbúmina, a diferencia de las MNs que sí son afectadas por la ALS (Alexianu et 

al., 1994 ); respecto a  este tem a, se ha de mostrado q ue la sobr eexpresión de la 

proteínas con capacidad de amortiguar los cambios de calcio, como la parvalbúmina, 

causa una neuropro tección de las MNs en modelos transgénicos de  ALS (Beers et  

al., 2001 , Van Den B osch et al., 2002 , Das e t al., 2013 ). Otros f actores asociados  

podrían ser la gran cantidad de neurofilamentos y la alta vulnerabilidad al mal 

funcionamiento mitocondrial (Bergmann y Keller, 2004). 

 Es importante hacer notar que al final todos los mecanismos de degeneración 

se intercon ectan, p robablemente c omo c onsecuencia un o de o tro, o bien c omo 

mecanismos independientes que  cul minan con la muerte de la s M Ns. Jus tamente 

este últi mo evento fue el te ma pr incipal del presente e studio y como demuestran 

nuestros resultados, los procesos mediante lo s cuales degeneran las  MNs ante una 

situación de exci totoxicidad son variab les, y bajo nuestras co ndiciones básicamente 

dependen de lo s estí mulos, ya que un e vento m uy severo co mo la  administraci ón 
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aguda del AM PA degenera rápidamente por necrosis a las M Ns, mientras que un 

evento cr ónico de m enor intensidad, desencadena un  proces o mas co mplejo, que 

presenta estadios tempranos con características apoptóticas y culmina con la muerte 

de las MNs por necrosis (Ramirez-Jarquin y Tapia, 2016). 

 ¿Apoptosis o necrosis? es una pregu nta ba stante f recuente en  cues tiones de  

degeneración celular, y la ALS no es la excepción, y sugerimos que el conoc er la 

respuesta a esta pregunta será de gran ayuda para el t ratamiento y entendimiento de 

esta enf ermedad. Esta idea se basa en el supuesto que si conoce mos las  

características del pr oceso dege nerativo será  posible diseñar estrategias para  

combatirlo, detenerlo o prevenirlo. S in embargo, en la práctica resulta no ser 

sencillo. Respecto a la  ALS, aún no se con oce con certeza qué proceso de muerte 

celular participa en la  degeneración de las MNs, ya que los resultados encontrados 

resultan complicados y  por de más variables (Pasinelli et al., 2 000, Bendotti et al.,  

2001, Ilzecka et al., 2001, Raoul et al., 2002, Martin et al., 2007, Martin et al., 2009, 

Ilzecka, 2011, 2012). 

En modelos transgénicos se han descrito diferentes componentes de procesos 

apoptóticos que s ugieren la partic ipan de  diferentes vías de activación de  la  

apoptosis, tanto la intrínseca como la extrínsecas (Li et al., 2000 , Raoul et al., 2002 , 

Locatelli et al., 2007 , Ohta et al., 2008 ). Referente a la  vía intrínseca, se ha 

demostrado q ue desde  et apas te mpranas de la enf ermedad, previo a la parálisis , 

ocurre la apertura del poro de transición mitocondrial, evento que se ha asociado con 

la liberación de moléculas proapoptóticas como el citocromo c, lo cual conlleva a la 

formación del apoptosoma y la activación de esta vía intrínseca. 

Asimismo, en modelos transg énicos, se ha  identificado la p articipación de 

componentes de la vía extrínseca depe ndiente de la liberaci ón de f actores 

apoptóticos desd e cél ulas veci nas (Raoul et al., 2002 , Locatelli et al.,  200 7). 

Inclusive en te jido p ostmortem de pacientes se ha de mostrado la presencia de  

caspasas activadas (Hart y Gitler, 2012). Bajo este con texto, la cuestión sería, si ya 

se conoce el proceso degenerativo de las MNs ¿por qué no se puede detener  en 
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modelos transgénicos? Por ejemplo en modelos experimentales de ALS la expresión 

de proteín as ant iapoptóticas co mo Bc l-2 ó  b ien la i nhibición f armacológica de la  

activación de la s casp asas por el agent e z -VAD, demuestran que  prevenir las vías  

apoptóticas no es s uficiente, ya que estas estrategias antiapoptóticas han f allado en 

su ef ecto protector, pu esto que todas han ten ido un efecto poco significativo y lo  

único q ue han  conseg uido es  retrasar  discretamente el  inicio  de l a p arálisis o s u 

progreso (Li et al., 2000, Ohta et al., 2008). 

En busca de una ex plicación d el por qué prevenir la apop tosis no es 

suficiente, otros grupos han mostrado que existen evidencias de un proceso diferente 

a la apoptosis, el cual presenta características mas semejantes a la necrosis (Bendotti 

et al., 2001 , Martin et al., 2007, Martin et al.,  2009). Resulta necesario resaltar que 

en los estudios an teriormente descri tos, los  autores no discute n la posibilidad de  

conjuntar las alteraciones ultraestr ucturales (vacuolización e hinchamiento de l as 

MNs), con  las evidencias bioquímicas (activación de caspasas) durante la 

degeneración de las M Ns, en un mecanismo que conjunte los datos descritos en un 

solo proceso. 

A pesar de que la excitotoxici dad ta mpoco se ha dem ostrado que sea 

directamente la responsable de provocar la muerte de las M Ns en la  ALS, nuestros 

modelos la utilizan como método para provocar la degeneración de MNs a través de 

la sobreactiva ción de  receptores para glutamato tipo AMPA. En este trabajo  

demostramos que  la excitotoxicidad mediada por AM PA crónico desencadena un 

proceso degenera tivo muy se mejante al obs ervado en modelos transgénicos de  la 

ALS, caract erizado por la activaci ón de la c aspasa 3, una vac uolización gradu al e 

hinchamiento de la s MNs , a pesar de  que en nuestros procedimientos la 

degeneración de las MNs ocurre  independiente de f actores genéti cos en ani males 

sanos. 

Nuestros resu ltados sugieren que la degener ación de las MNs ocur re en dos  

etapas sucesivas: la prim era con característ icas apoptóticas  que al progresar a l a 

segunda etapa se con vierte en proceso con c aracterísticas necróti cas, m ostrando 
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como ambos tipos  alteraciones (ultraestructural y bioqu ímico), pueden ocurrir en 

respuesta a un evento excitotóxico, permitiendo conjuntar las evidencias encontradas 

en los modelos transgénicos de la ALS y en pacientes, ya que nuestro estudio abarca 

tanto el proceso ap optótico mediante la acti vación de caspas as, c omo el proceso 

necrótico a trav és del estudio de la ul traestructura. La sucesión en tre apoptosis y 

necrosis es un proce so que anter iormente se ha descrito que o curre en etapas 

embrionarias, señalan do que el progre so d el proceso dege nerativo depende del  

estado de maduración del sistema nervioso (Caldero et al., 1997, Portera-Cailliau et 

al., 1997a, b).  

También en adulto se  ha dem ostrado que e l proceso de muerte p uede ser 

determinado por el t ipo de rec eptor estimulado, ya que al estimular receptores tipo 

NMDA, se induce un proceso semejante a la  necrosis, y al estimular receptores no-

NMDA se pr ovoca u n proceso se mejante a la apoptosis  (Portera-Cailliau et al. , 

1997b). Pese a que est os resulta dos de muestran que un  event o exci totóxico p uede 

desencadenar diversos tipos de muerte, queda claro que el proceso a seguir depende 

del receptor estimulado.  

Nuestro est udio muestra que en el modelo crónico, se genera un  proceso  

continuo, que ba sados en la te mporalidad d e las obs ervaciones sugerimos inicia 

como apoptosis y culmina con una necrosis. Basados en trabajos previos en el 

modelo agudo, sabemos que las alt eraciones causadas por el A MPA se asocian con 

un incremento del influjo de calcio, ya que el uso de un agente q uelante de este ion, 

previene las pr oceso degenerativo de las MNs, de igual manera, el bloqueo de lo s 

receptores AM PA p ermeables a calcio por la n-acetil esper mina, evita la  

degeneración de las MNs inducida por AMPA (Corona y Tapia, 2007). 

El principal in dicador bioquímico de la ap optosis es la act ividad de las 

caspasas, por ello es c omún pensar que una célula que co ntiene la caspasa-3 activa 

podría ser una célula en degeneración que pi erde su función, por encontrarse en un 

proceso degenerat ivo. Sin em bargo, nuestros resultados no demuestran una 

correlación entre la s MNs con  caspasa-3 a ctiva y la afectación de la activ idad 



107 
 

motriz. L a activi dad motora n o se vió  relacionada co n la  cantid ad de MNs c on 

caspasa-3 activa , pero sí con la pérdida de  MNs , sugiriend o que  las MNs con  

caspasa-3 continúan funcionando. 

De esta manera, nuestro trabajo brinda la s evidencias que ex plican por  qué 

los tratamientos antiapoptoticos no son capaces de prevenir la muerte de las MNs en 

los modelos transgénicos de la ALS , ya que estos trata mientos d ejan de lado la 

degeneración necrótica, que según nuestros resultados es el proceso que termina por 

matar a las MNs, es decir, aun cuando se prevenga la apoptosis habrá otras rutas que 

desencadenen en la degeneración de las MNs. 

 

Detección temprana del proceso degenerativo de las MNs 

Detectar el inicio de la ALS es un serio problema en la clínica, debido a var ios 

factores los cuales f recuentemente están relacionados con el hec ho de que las  

alteraciones i niciales de esta enf ermedad p ueden f ácilmente ser confundidas con 

otras patologías, o bien pasar desapercibidas. 

En este estudio justamente pudimos demostrar que el estudio de la zancada es 

una prueba  importante para detectar el inici o de las alteraciones causadas por la 

ALS, ya que a dif erencia de las pruebas del rotarod y del PGE (las cuales son de 

utilidad para medir resistencia y coordinación en el caso del rotarod , y fuerza en el 

caso del PGE, resultando poco efectivas para detectar cambios discretos), el registro 

de la zancada detectó mas tempranamente las alteraciones motrices inducidas por el  

tratamiento con AMPA. Probablemente debido a que en el rotarod no importa si los 

pasos son gra ndes o c hicos, basta co n que s ean lo suf icientemente f recuentes para 

mantenerse en el rod illo girando y el caso del  PGE basta con que se  genere un solo 

impulso para que la rat a escale la rejilla;  en cambio en el regi stro de la zancada las 

alteraciones dis cretas como la distancia rec orrida en cierta cantid ad de pasos, así 

como la  cantid ad de  pasos  usado s para  r ecorrer un a dist ancia, son fácilmente 

detectables y cuant ificables, lo cual podría ser de relevancia para la detección  

temprana de la s alter aciones motrices. Alteraciones de la m archa o del andar han 
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sido discretas en paci entes de la ASL  (Goldfarb y Si mon, 1984 , Wu y Ng, 201 0, 

Radovanovic et al ., 20 14), dejan do de mostrado que p ueden s ervir como medio de  

detección de e sta enf ermedad. Sin  e mbargo, en humanos el  dia gnostico de e sta 

enfermedad se da al c ubrirse d iversos tipos de alteraciones, no sol o las m otoras, 

también electrofisiológicas, biopsias, entre otras. Aunado a lo anterior en h umanos, 

la ALS puede tene r un  origen lu mbar, pe ro t ambién bulbar, causando un pro greso 

diferente para cada ti po de inicio  (Radovanovic et al., 2 014). P or ello pensar en 

implementar el es tudio de la z ancada en h umanos e s buen o, pu esto que se han  

demostrado alteraciones en pac ientes. Sin embargo sería solo otro dato que sugiera 

el diagnóstico de la e nfermedad y tendría q ue ser necesaria mente complementado 

por otras prueba s como las histológicas y electrofisiológicas, además de considerar 

el tipo de inicio que presente cada caso clínico.  

 

Sobreexcitación de los circuitos motores lumbares por un mecanismo diferente a la 

activación de vías glutamatérgicas mediante  agonistas glutamatérgicos exógenos 

Como se ha mencionado, una de las ca racterísticas más f recuentes en las 

enfermedades del siste ma nervioso es el incr emento de la  excitabilidad de las redes 

neuronales, que de f orma general se ha es tudiado más extensamente desde el punto  

de vista del incr emento de la neurotransmisión glutamatérgica. Sin embargo, existe 

otro origen para la hiperexcitabilidad, que es el decremento de la inhibición, el cual 

se ha descrito en diversas patologías, incluida la ALS (Malessa et al., 1991, Petri et 

al., 2006 , Carunchio e t al., 2008 , Vucic et a l., 2009 , Nieto-Gonzalez et al., 2 011, 

Ramirez-Jarquin et al. , 2014 ), pero se ha e xplorado po co co mo mecanismo de 

neurodegeneración de MNs.  

En este trabajo mostramos que el bloqueo de la inhibición GABAérgica causa 

hiperexcitabilidad y alteraciones motrices, ade más cua ntificamos que este 

incremento de la ac tividad neuro nal provoca la muerte de MNs lumbares. 

Identificamos que tanto la hiperexcitabilidad, co mo la  degeneración de MNs  

dependen de vías glutamatérgicas, ya que observamos un papel diferencial para los 
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receptores para gluta mato tipo NMDA y AMPA, debido a que al bloquear a los 

receptores NMDA  se disminuyen las  con ductas provocada por los agon istas 

glutamatérgicos, pero no la degenerac ión de  MNs. E n ca mbio, al bloquear a los  

receptores AMPA se previene la muerte de MNs pero las conductas provocadas los 

agonistas gl utamatérgicos, co mo las co ntracciones de la extre midad posterio r 

ipsilateral y las sacudidas de rata mojada.  

Éstos resultado s son sumamente intere santes, puesto que estas alteraciones 

ocurren al bloquear la neurotrans misión GABAérgica, dejando actu ar al glutamato 

presente en  los circuitos motores lumbares, sin nece sidad de us ar un ag onista 

exógeno. Lo cual es de interés, puesto que anteriormente se había demostrado que el 

incremento crónico de gluta mato inducido farmacológicamente por l a aplicación de 

un bloqueador del tra nsportador de este ne urotransmisor no caus ó alteraciones ni 

muerte de MNs (Tovar-y-Romo et al., 2009).  

Nuestros resul tados c oncuerdan con estudios previos  que de muestran que 

solamente la activación selectiva de los receptores AMPA causa muerte de las MNs. 

En conjunto e sta se rie de res ultados nos per mite sugerir q ue no  se  requiere  de un 

incremento de glutamato extracelular, sino de  un incremento de la a ctividad de las  

redes neuronales de la médula para inducir un proceso degenerativo de las MNs por 

sobreactividad sináptica, resaltando el papel d el control de los circuitos inhibitorios 

en la fisiología de la médula espinal. 

Actualmente, el estud io de las redes ne uronales es un ca mpo q ue se ha 

comenzado a explorar mediante estudios de imagenología de calcio en circuitos del 

cerebro en animales neonatos, no mayores a 14 días postnatales (Carrillo-Reid et al., 

2011, Stetter et al., 2012). Sin embargo, aún no se han realizado estudios de este tipo 

en la médula espinal, posiblemente debido a que estos circuitos neuronales son mas 

susceptibles al daño durante la preparación de las muestras, particularmente las MNs 

son sumamente sensibles a eventos de hipoxia. 

Recientemente se des arrolló un modelo tra nsgénico en rat ón, qu e per mite 

observar la actividad de las MNs mediante uso del microscopio de dos fotones, esto 
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debido a que estos ani males utilizan la pro teína GCaMP6f (un indic ador de calcio) 

como repor tero de la actividad neuronal (Hinckley et al.,  2015). Sin embargo, aún 

no se han realizado estudios asociados con la degeneración de las MNs en la ALS.  

 

Componente no neuronal en la degeneración de las MNs 

El proceso cono cido como muerte cel ular no autóno ma ha si do amplia mente 

estudiado en lo s últimos años. Básicamente hace referencia al proceso degenerativo 

que una célula inicia por acción d e un componente extracelular proveniente de otra 

célula vecina y no propiamente de la célula misma. En este contexto, el papel de la 

glía ha to mado gran importancia en la patogénesis de la AL S, proponiéndola como 

posible responsable de  iniciar la degener ación de las MNs (Kushner et al., 1991 , 

Nagy et al., 19 94, Schiffer et al., 1996, Hall et al., 1998 , Schiffer y  Fiano, 2004, 

Nagai et al., 2007, Guo et al., 2010, Sanagi et al., 2010). 

Una característica del proceso degenerativo de las MNs es la aparición de glía 

reactiva, la cua l se asocia con m ecanismos qu e dañan a la s MNs , por eje mplo: 

pueden alterar la recaptura de neurotransmisores y liberar factores que provoquen la  

degeneración de las M Ns, como ligandos FAS, que provocan la activación de la vía 

extrínseca de la a poptosis o especie s reactiv as de oxígeno  (Alexianu et al., 2001 , 

Raoul et al., 2002, Sofroniew, 2005, Locatelli et al., 2007), el papel de los ligandos 

de muerte se ha estudiado mediante la medición del RNAm de FAS, así como con el 

uso de sondas de interf erencia del ligando FA S (Raoul et al., 2002 , Locatelli et al., 

2007). 

Recientemente también se ha de mostrado que los astroc itos portadores de la 

SOD1 mutada liberan una molécula (aún no identificada) que provoca la apertura de 

una corriente de sodio  persistente , provocando un estado de hiperex citabilidad que  

favorece la degeneración de las MNs (Fritz et al., 2013). En este trabajo describimos 

la astrogliosis como un proceso a sociado a la degeneración de las MNs tanto en la 

excitotoxicidad por A MPA, co mo en el blo queo de la actividad GABAérgica. La 

excitotoxicidad del tratamiento agudo con AMPA provocó la activación tardía de la 
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caspasa-3 en la s MN s (24 h después d el tra tamiento), pr obablemente debido a la 

liberación de ligand os de m uerte desde los as trocitos activos. Sin em bargo, a pesar  

de la evidente asociación entre la degeneración de las MNs y la astrogliosis, en este 

trabajo no explora mos a detalle e l papel  que  la activaci ón glial  de sempeñar e n la 

muerte de las MNs. De igual manera nuestros resultados son insuficientes para 

determinar si la activa ción de la astroglia oc urre como un mecanismo de inic iación 

que contribuye a la degeneración de las MNs o bien como un mecanismo secundario 

al daño de las MNs, aunado a que en algunas áreas del si stema nervioso cen tral 

como el  tála mo, hipo campo y corteza, se d emostrado que l os ast rocitos ex presan 

receptores G ABAA y AMP A (Hoft et al., 2014). L o qu e sí  sabemos es que la 

degeneración de las MNs está siempre asociada con la activación de la astroglia. 

 

La ALS y la excitotoxicidad como procesos multifactoriales 

Actualmente no existe un mecanismo concreto que explique el orig en de la muerte 

selectiva de las MNs en la ALS. Sin embargo, se han descrito diversos mecanismos 

involucrados en la degeneración de las MNs, por lo que podríamos considerar que la 

ALS no  es necesariamente el  resul tado de un solo mecanismo, sin o muy 

posiblemente es e l re sultado de la su ma d e varios componentes que causan la 

enfermedad, definiendo a la ALS esporádica (que representan el 90 % de los  casos) 

y la de generación de l as MNs como patologías de origen multifactorial. Nosotros 

demostramos que la suma del bloqueo de  la activida d GAB Aérgica, con la 

excitotoxicidad mediada por AMP A, es capaz de inducir  un ef ecto sinérgico de  

ambos tratamientos, por ello nue stros resultados indican que la degeneración de las 

MNs pu ede ser afectada o in ducida por la co mbinación de varios f actores, 

enfatizando la necesi dad de conocer a f ondo los p rocesos de degeneració n 

involucrados en dichas alteraciones. 
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XII. Conclusión  

En el presente trabajo demostramos que el proceso degenerativo de las MNs 

lumbares es d eterminado por  el e stímulo que lo  provo que: u n estímulo agudo  

desencadena una degeneración rápida, en tanto que la excitotoxicidad crónica induce 

alteraciones grad uales m ás severa s, lo cual aplica tanto p ara excitotoxici dad 

mediada por los receptores tipo AMPA para glutamato, como para la degeneración 

inducida por el bloqueo de los receptores GABAA.  

Aún queda mucho por investigar con respecto a la degeneración de las MNs. 

Sin embargo, este trabajo muestra datos relevantes a considerar para investigaciones 

futuras, ya que demostramos cómo diversos procesos degenerativos pueden ocurrir 

simultáneamente o de m anera sucesiva, lo cu al es de relevancia para el diseño de 

estrategias farmacológicas, para cuyo diseño sugerimos que se considere no solo a 

un proceso degenerativo.  

También de mostramos que el  bloqueo de la  actividad inh ibidora causa la 

contracción desc ontrolada de los m úsculos d e la extrem idad ipsilat eral al sitio del  

tratamiento f armacológico, sugirien do la act ivación de los circuitos espinales, y l a 

subsecuente degeneración de las M Ns de esta área, mediante vías glutamatérgicas, 

que utilizan al glutamato de los estos circuitos y la falta de inhibición mediada por el 

receptor GABAA. 

En resu men, concluimos que  el pr oceso de dege neración de  las M Ns 

lumbares in ducido por excitotoxici dad depen de de la intensi dad y continuidad del 

estímulo, y q ue los cir cuitos inhib itorios ti enen un papel de gra n r elevancia en la 

degeneración de las MNs lumbares.  
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