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RESUMEN

Los mecanismos de la degeneracion selectiva de las motoneuronas en la esclerosis lateral
amiotréfica esporadica son desconocidos. Un posible mecanismo es la excitotoxicidad
mediada por la sobreactivacion de los receptores de glutamato, particularmente del tipo acido
oa-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-propiénico (AMPA). Receptores AMPA que carecen de la
subunidad GIuR2 son permeables a Ca?* y la entrada de este catidn puede ser responsable de
la vulnerabilidad selectiva de las motoneuronas espinales. El objetivo de esta tesis fue evaluar
esta hipdtesis in vivo, utilizando un modelo de rata, en el cual el AMPA perfundido por
microdialisis en la médula espinal lumbar, produce paralisis ipsilateral y una severa pérdida de
las motoneuronas en la médula espinal. En este modelo, nosotros probamos el efecto protector
de la 1-naftil acetil espermina (NAS) un bloqueador selectivo de los receptores AMPA
permeables al Ca%*, y del quelante de calcio intracelular [1,2-bis (2-amino fenoxi) etano-
N,N,N",N"-tetrakis acido tetra acético (acetoxi metil ester)] (BAPTA-AM). Ambos componentes
cuando fueron coperfundidos con AMPA, previnieron completamente la paralisis y redujeron la
pérdida de motoneuronas. Ademas, la coperfusibn de piruvato como un sustrato metabdlico
energético, protegid de manera similar contra la paralisis y la muerte de las motoneuronas
producida por el AMPA. Estos resultados sugieren que los receptores AMPA funcionales que
carecen de la subunidad GIuR2 estan presentes en la médula espinal de la rata y que la muerte
de las motoneuronas es producida por un incremento en el Ca?* intracelular, via receptores
AMPA permeables al Caz+. Nuestros hallazgos de que el piruvato, un sustrato oxidable también
protegid contra la pérdida de motoneuronas y contra la paralisis, indica que un incremento en
el Ca?* intracelular probablemente interfiere con el metabolismo energético mitocondrial.
También estudiamos el curso temporal de los cambios neurodegenerativos producidos por el
AMPA. El andlisis histolégico con violeta de cresilo mostré que el dafio de las motoneuronas
ocurre a partir de las 3 h y progresa hasta casi una pérdida total de motoneuronas a las 24 h. Sin
embargo, la inmunohistoquimica para la colina acetiltransferasa (ChAT) revelé que la enzima
empez6 a disminuir a partir de 30 min después del experimento, lo cual sugiere que un paso
inicial en la degeneracion de las motoneuronas involucra un proceso que resulta en la pérdida
del contenido de la enzima. En el mismo sentido, la inhibicién de la calpaina por la aplicacion
de leupeptina protegié contra la pérdida de motoneuronas y contra la paralisis, lo cual podria
indicar que la pérdida en el contenido de la ChAT producida por la administracién del AMPA

puede deberse a la activacion de la calpaina que a su vez hidroliza la ChAT.



ABSTRACT

The mechanisms of motoneuron degeneration in sporadic amyotrophic lateral sclerosis are
unknown. One possible mechanism is the excitotoxicity mediated by overactivation of
glutamate receptors, particularly the a-amino-3-hydroxy-5-methylisoxazole-4-propionate (AMPA)
type. AMPA receptors lacking the GIuR2 subunit are permeable to Ca?* and the entrance of this
cation might be responsible for the selective vulnerability of spinal motoneurons. The aim of the
present work was to evaluate this hypothesis in vivo, using a rat model in which AMPA, perfused
by microdialysis in the rat lumbar spinal cord, produces ipsilateral paralysis and a remarkable loss
of spinal motoneurons. In this model, we tested the protective effect of 1-naphthyl acetyl
spermine (NAS), a selective blocker of the Ca2*-permeable AMPA receptors and the intracellular
Caz* chelator [1,2-bis (2-aminophenoxy) ethane-N,N,N",N"-tetraacetic acid tetrakis
(acetoxymethyl ester)] (BAPTA-AM). Both compounds, when were coperfused with AMPA,
completely prevented the paralysis and reduced the loss of motoneurons. In addition,
coperfusion of pyruvate, an energy metabolic substrate, similarly prevented the paralysis and the
motoneuron death produced by AMPA. These results can suggest that functional AMPA
receptors lacking the GIuR2 subunit are present in the rat spinal cord, and that motoneuron
death is triggered by an increase of intracellular Caz+ via such Ca?*-permeable AMPA receptors.
Our finding that pyruvate, an oxidizable substrate, also protected against the AMPA-induced
motoneuron loss and paralysis, indicates that the increased intracellular Caz* probably interferes
with the mitochondrial energetic metabolism. We have also studied the time course of
neurodegenerative changes produced by AMPA. The histology with cresyl violet staining showed
that motoneuron damage starts at about 3 h and progresses until reaching an almost complete
motoneuron loss at 24 h. However, choline acetyltransferase (ChAT) immunohistochemistry
showed that the enzyme seems already decreased from 30 min after the experiment, suggesting
that one initial step in motoneuron degeneration involves a process leading to a decrement in
the enzyme content. The inhibition of calpain by the administration of leupeptin protected
against the motoneuron loss and paralysis, which suggest that the loss in the ChAT content
produced by AMPA administration is due to the activation of calpain, which in turn hydrolyzes
ChAT.



ORGANIZACION DE LA TESIS

Esta tesis esta dividida en 6 partes: Introduccidén, Antecedentes, Objetivos, Resultados, Discusion
y Conclusiones. No hay una seccion de metodologia debido a que esta se describe
detalladamente en los articulos incluidos en los antecedentes y en los resultados.

En la Introduccién se habla de las sinapsis glutamatérgicas y de los distintos tipos de
receptores al glutamato, aspectos incluidos en el articulo 1, titulado: “Mecanismos de
neurodegeneracion” (Mensaje Bioquimico, Vol. XXIX, 17-28, 2005). En este trabajo, se menciona
la relacion entre la excitotoxicidad y las enfermedades neurodegenerativas, especificamente
con la esclerosis lateral amiotrofica (ALS).

En los Antecedentes se describen mas a fondo los dos tipos de ALS, asi como las distintas

hipdtesis que se han postulado para explicar la muerte selectiva de las motoneuronas. Se
incluye el articulo 2 titulado: “AMPA receptor activation, but not the accumulation of
endogenous extracellular glutamate, induces paralysis and motor neuron death in rat spinal
cord in vivo” (J. Neurochem. 89; 988-997, 2004). Incluye la metodologia utilizada y se revisa la
hipotesis excitotoxica de la esclerosis lateral amiotréfica esporadica in vivo en la médula espinal,
utilizando varias estrategias experimentales. Este trabajo formd parte de mi tesis de Maestria.
En los Resultados se incluyen dos articulos. El primero de ellos titulado: “Ca2+-permeable AMPA
receptors and intracellular Caz* determine motoneuron vulnerability in rat spinal cord in vivo”
publicado recientemente (Neuropharmacology, 52; 1219-1228, 2007), y el segundo, “Calpain
inhibition protects spinal motoneurons from the excitotoxic effects of AMPA in vivo”, el cual es un
manuscrito que se enviara proximamente para su publicacion.

En la Discusién, se resumen y se integran las discusiones de cada uno de los articulos. Se
incluye en esta seccion el articulo 5, titulado: “Targeted therapies providing new treatment
strategies for amyotrophic lateral sclerosis”, enviado a publicacion, en el cual se revisa con mas
detalle la excitotoxicidad mediada por los receptores AMPA, carentes de la subunidad GIuR2 o
con una edicion incorrecta de esta subunidad, y como la entrada de Ca?* a través de este tipo
de receptores AMPA produce muerte neuronal. Se revisan asi mismo sobre estas bases, algunas

posibles estrategias terapéuticas.



LISTA DE ABREVIATURAS
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I. INTRODUCCION

El glutamato es considerado el principal aminoacido excitador en el sistema nervioso central
(SNC). Su papel en el metabolismo celular es bien conocido, y este aminoacido se encuentra
distribuido ampliamente a través de todo el SNC. Una de las principales dificultades en
reconocer al glutamato como neurotransmisor fue el hecho de que hay solo un pequefio
porcentaje de glutamato presente en vesiculas sinapticas, y la gran parte del aminoacido esta
presente como parte del metabolismo intermediario.

El glutamato esta involucrado en muchos aspectos de la funcién cerebral normal, como la
cognicion, la memoria, el aprendizaje, el desarrollo, la migraciéon celular, la diferenciacion y la
muerte neuronal. Como podemos observar en la Fig. 1 del articulo 1, el glutamato se libera en
las sinapsis glutamatérgicas, y se remueve del espacio sinaptico por los distintos tipos de
transportadores ubicados tanto en las neuronas presinapticas, como en las células gliales.
Existen varios tipos de receptores a glutamato, tanto del tipo metabotrépico, los cuales
transducen la sefial por activacion de procesos enzimaticos asociados a proteinas G y la
produccion de segundos mensajeros, como del tipo ionotrépico que son canales idnicos
(Hollmann y Heinemann, 1994). En la Fig. 2 del articulo 1, se describen las distintas familias y
subtipos de los receptores ionotropicos y metabotréopicos. El canal i6nico del receptor N-metil-D-
aspartato (NMDA) es permeable al Na*, K* y Ca?*, y su apertura depende de voltaje, ya que el
Mg?z+ que normalmente bloquea el poro del canal es expulsado al despolarizarse la membrana,
dejando el canal susceptible a abrirse (Nakanishi, 1992). La regulacion de la apertura del canal
NMDA es compleja ya que ademas del sitio de reconocimiento para el glutamato, el receptor
es modulado por glicina que es su co-agonista esencial y tiene sitios para moduladores positivos
como las poliaminas, y otros para Mg?+, Zn?*, protones y agentes reactivos redox. Todos los
receptores ionotrépicos tienen estructuras hetero-oligoméricas y un nimero de diferentes
subunidades que ya han sido clonadas y caracterizadas (Hollmann y Heinemann, 1994).

Los receptores tipo NMDA tienen una subunidad NR1, que puede tener hasta ocho variantes
debido al empalme alternativo de su RNAm, y cuatro subunidades NR2, que en la rata son
designadas como A, B, C y D. No se conoce con certeza la estequiometria o composicion
nativa de las subunidades del receptor NMDA. Los canales pueden ser tetrameros o
pentadmeros y la hipdtesis mas aceptada es que los canales nativos estan siempre ensamblados
por una subunidad NR1 y una o mas tipos NR2 (Hollmann y Heinemann, 1994).

Los receptores tipo acido oa-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-propiénico (AMPA) son
independientes del voltaje, son permeables al Na* y K*y generalmente no son permeables al
Caz?*. Estan formados por cuatro diferentes subunidades, designadas como GluR1 a GIuR4. En el

articulo 3 y 5, se da una explicacion mucho mas detallada sobre los receptores AMPA, en



especial de aquellos que carecen de la subunidad GIuR2 y que por lo tanto son permeables al
Caz"

Los receptores tipo kainato estan ensamblados en homo o heterodimeros de las subunidades
GIuR5, GluR6, GIuR7, los cuales tienen una baja afinidad por el kainato, y las subunidades KA1 y
KA2 que tienen una alta afinidad. Todas estas subunidades tienen la estructura basica de los

receptores AMPA/kainato (Bettler y Mulle, 1995).

EXITOTOXICIDAD Y NEURODEGENERACION

Fue en 1949, cuando Krebs y sus colaboradores demostraron que el glutamato estaba mas
concentrado en la materia gris cerebral que en la materia blanca (Krebs et al., 1949). Después
Hayashi realiz6 los primeros trabajos sobre de las propiedades excitadoras del glutamato
(Hayashi, 1952; 1958). Casi al mismo tiempo, Lucas y Newhouse demostraron que el glutamato
podria ser neurotdxico, ya que su administracién sistémica en ratones inmaduros causaba
degeneracion retinal (Lucas y Newhouse, 1957). Curtis, Philis y Watkins subsecuentemente
demostraron que el glutamato y el aspartato, cuando se aplicaban iontoforéticamente en la
médula espinal del gato, producian despolarizacién de las motoneuronas (Curtis et al., 1959).
Olney demostré que la administracion oral de glutamato a roedores inmaduros y primates
resultaba en degeneraciéon neuronal en areas cerebrales que carecian de barrera
hematoencefalica (Olney y Ho, 1970; Olney et al., 1972). Esto condujo al concepto de
excitotoxicidad debido a la asociacion de la sobreactivacion de los receptores a glutamato
con el dafio neuronal.

Se ha considerado que la excitotoxicidad inducida por el glutamato endégeno podria estar
participando en algunas enfermedades neurodegenerativas, tales como la enfermedad de
Huntington, de Parkinson, de Alzheimer y la esclerosis lateral amiotréfica (ALS).

Por lo tanto, en los Ultimos afios se ha incrementado el interés en estudiar los mecanismos
responsables de la muerte neuronal y su relacidon con la excitotoxicidad. Estos mecanismos son
muy importantes en el SNC ya que la neurodegeneracion puede ocurrir durante el
envejecimiento, pero también durante padecimientos agudos y crénicos tales como
accidentes vasculares cerebrales (isquemia/anoxia), hipoglicemia y epilepsia.

La excesiva activacion de los receptores de glutamato produce una serie de fenédmenos que
culminan con la muerte de las neuronas, como se describe con detalle en el articulo 1. En este
se revisan las sinapsis glutamatérgicas y los distintos tipos de receptores al glutamato asi como su

posible relacion con las enfermedades neurodegenerativas.



EL CALCIO Y LA MUERTE NEURONAL

El Caz* es un importante mensajero intracelular en condiciones fisiolégicas, las neuronas poseen
mecanismos homeostaticos especializados para mantener los niveles de Ca?* citosdlicos, a
través de una compleja interaccion entre la salida, la entrada, el amortiguamiento y el
almacenamiento interno de este i6n (Arundine y Tymianski, 2003). Sin embargo, un incremento
descontrolado en la concentracion de Ca?* puede producir dafio y muerte neuronal debido a
la activacion de proteasas como la calpaina y otras enzimas liticas asi como la produccién de

especies reactivas de oxigeno y alteraciones del metabolismo energético mitocondrial.

LAS CALPAINAS

Las calpainas constituyen una familia de proteasas de cisteina activadas por Ca2* que pueden
modular una gran variedad de procesos fisiolégicos, pero también, pueden estar participando
en la muerte neuronal en varias enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la ALS. Las
calpainas pueden tener muchos sustratos que incluyen receptores de membrana (receptores
AMPA, NMDA, ATPasa Caz*, intercambiador de Na*/Ca?*, canales de Caz?* sensibles al voltaje),
proteinas del citoesqueleto, citocinas, factores de transcripcion, fosfatasas, proteinas G,
proteina cinasa C, fosfolipasa C y la calpastatina que es un inhibidor endégeno, que regula la
actividad de la calpaina (Wang, 2000; Ray y Banik, 2003). La presencia de una gran variedad
de sustratos para las calpainas, y su activacibn en respuesta a un incremento en la
concentracion de Ca?* intracelular, sugiere que las calpainas pueden estar involucradas en un
gran nimero de cambios estructurales, enzimaticos y transcripcionales.

Las calpainas se encuentran principalmente en el citosol de todas las células. En mamiferos,
se han descrito 15 isoformas especificas de tejido y dos isoenzimas ubicuas: microcalpaina (u -
calpaina), o calpaina-l, y milicalpaina (m-calpaina), o calpaina-ll, las cuales requieren bajas
(micromolares) o altas (milimolares) concentraciones de Ca?*, respectivamente, para su
activacion. Las calpainas son heterodimeros que tienen dos subunidades, una subunidad
catalitica de apréoximadamente 80 kDa y una subunidad comun de 29 kDa. Las calpainas
existen generalmente como pro-enzimas en una forma inactiva en el citosol, sin embargo, un
aumento en la concentracion de Ca?* dispara su activacion, el proceso de activacion puede
también depender de la cantidad de calpaiha y el sitio de activacion (Ray y Banik, 2003;
Harwood et al., 2005).

Se han propuesto dos mecanismos para la activacion in vivo de la calpaina. El primer
mecanismo propone que un incremento en la concentracion de Ca?* intracelular en el citosol
produce la autolisis de las porciones pro péptido N-terminal de ambas subunidades, resultando

en un cambio conformacional en la molécula y separacién de las subunidades truncadas



produciendo la activacion de la calpaina (Imajoh et al., 1986; Inomata et al., 1988). El segundo
mecanismo propone que altos niveles en la concentracidn de Ca?* intracelular produce la
translocacion de la calpalna inactiva desde el citosol a la membrana, donde ocurre su
activacion sin autolisis a concentraciones fisioldgicas de Ca?* y en presencia de efectores en la
membrana tales como los fosfolipidos y una proteina activadora (Saido et al., 1991; Molinari et
al.,, 1994; Melloni et al., 1998a). La proteina activadora de calpaina se une a la subunidad
catalitica, promoviendo su disociacion del heterodimero. Una vez activada en la membrana, la
calpaina difunde al citosol y es resistente a la accion inhibidora de la calpastatina (Melloni et
al.,, 1998b). La calpastatina es una proteina inhibidora endégena ampliamente expresada y
especifica para la calpaina (Emori et al., 1987).

Como se menciono anteriormente la activacion de la calpaina puede estar participando en
la muerte neuronal, por lo tanto, inhibidores de la calpaina, incluyendo a la leupeptina han sido
buenos neuroprotectores en varios modelos, in vivo e in vitro, de neurotoxicidad, incluyendo
hipoxia, isquemia, dafio de médula espinal, del nervio ciatico y excitotoxicidad (Di Stasi et al.,
1991; Caner et al., 1993; Rami y Krieglstein, 1993; Brorson et al., 1994; Harding et al., 1996; Rami et
al., 1997; Banik et al., 1998; Schumacher et al., 2000; Ding et al., 2002; Ray y Banik, 2003; Kieran y
Greensmith, 2004; Araujo y Carvalho, 2005; McCollum et al., 2006).

REGULACION DE CALCIO POR LA MITOCONDRIA
La principal funcion de la mitocondria es la produccion de ATP. Pero también tiene otras
funciones tales como el amortiguamiento del Ca?* intracelular y participa en los eventos de
apoptosis. Estas funciones y otras propiedades de las mitocondrias son relevantes en la
patogénesis de muchas enfermedades neurodegenerativas tales como la ALS. Hay evidencia
gue indica que las motoneuronas son particularmente vulnerables a alteraciones mitocondriales
y a las cascadas de sefializacion dependientes de Ca?*, por lo tanto una alteraciéon en la
homeostasis de Ca?* intracelular puede tener una gran importancia en la patogénesis de ALS.
Se ha demostrado que hay anormalidades mitocondriales tanto morfolégicas, como
bioquimicas en pacientes con ALS esporadica; también se han encontrado incrementos en el
volumen mitocondrial, aumento en la produccién de especies reactivas de oxigeno, asi como
en los niveles de calcio dentro de las mitocondrias, en biopsias de musculo de pacientes (Siklos
et al.,, 1996). Las motoneuronas requieren un constante suministro de energia para producir
potenciales de accién, pero son incapaces de almacenar una gran cantidad de energia,
necesaria para la sintesis de ATP. A diferencia de otros tipos celulares dentro del SNC, las
motoneuronas tienen largos procesos axonales en comparacion con el cuerpo celular, esta es

una caracteristica que requiere de un flujo constante de energia. Esto sugiere, que las



motoneuronas pueden ser sensibles a alguna perturbacion en la produccion energética
mitocondrial, quizas mas que otros grupos neuronales (Menzies et al., 2002).

Al ser la mitocondria el sitio de la fosforilacién oxidativa consume aproximadamente 98% del
requerimiento de oxigeno de la célula, haciéndola un importante sitio de formacion de
especies reactivas de oxigeno tal como el superdxido y radicales hidroxilo. En la cadena
respiratoria mitocondrial hay dos sitios donde el oxigeno puede ser parcialmente reducido a
superoxido. El primero es la via ubiquinol-citocromo b del complejo Il y el segundo es el de la
NADH deshidrogenasa del complejo | (Dykens, 1997). La mayoria del superéxido producido en
esas reacciones es convertido por accion de la enzima superdxido dismutasa 1 (SOD1) a
peréxido de hidrégeno. La reaccidon del superéxido con perdxido de hidrégeno puede luego
resultar en la produccién de hidroxilo. El superéxido puede también reaccionar con el oxido
nitrico y formar peroxinitrito (Menzies et al., 2002).

Como se menciono anteriormente, la mitocondria tiene una alta capacidad de almacenaje
de Ca?+ ya que puede regular cambios en la concentracion de Ca?* intracelular, manteniendo
la homeostasis celular que es requerida para el funcionamiento neuronal. Se ha demostrado
gue una excesiva entrada de Ca?* a la mitocondria incrementa la produccién de especies
reactivas de oxigeno, disminuye la sintesis de ATP, produce liberacién de citocromo c, e induce
la apertura del poro de la transicidon de la permeabilidad mitocondrial (Brustovetsky et al., 2002;
Sullivan et al., 2005). También se ha demostrado en varios trabajos, que este dafio mitocondrial
esta muy relacionado con alteraciones en la homeostasis de Ca?* en la ALS familiar y
esporadica (Swerdlow et al., 1998; Menzies et al., 2002; Manfredi y Xu, 2005; von Lewinski y Keller,
2005).

El piruvato, es el metabolito final de la glucdlisis, es usado por las células como un sustrato
energético y puede contribuir al reestablecimiento de la produccién energética, protegiendo
asf/ contra la neurodegeneracion (Maus et al., 1999). También se ha demostrado que el piruvato
tiene actividad antioxidante o de atrapador de especies reactivas de oxigeno (Desagher et al.,
1997; Kim et al., 2005). Otros sustratos energéticos han sido usados como la creatina la cual
inhibe el poro de la transicion de la permeabilidad mitocondrial, y la minociclina, la cual

bloguea la salida del citocromo c (Klivenyi et al., 1999; Zhu et al., 2002; Zhang et al., 2003).

A continuacion se incluye el articulo 1, ya publicado, que se integra a la presente

introduccion.



ARTICULO 1
“Mecanismos de neurodegeneracion”
(Mensaje Bioquimico. Vol. XXIX, 17-28, 2005)
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Il. ANTECEDENTES

ESCLEROSIS LATERAL AMIOTROFICA

La esclerosis lateral amiotréfica (ALS), es una enfermedad neurodegenerativa que se
caracteriza por la pérdida progresiva y selectiva de las motoneuronas, principalmente de la
region lumbar de la médula espinal y el tallo cerebral asi como de las motoneuronas superiores
de la corteza cerebral. Esta degeneracion causa una paralisis progresiva que comienza en las
extremidades inferiores produciendo una atrofia progresiva del musculo esquelético que puede
llegar a los musculos de la mandibula, también presenta un debilitamiento progresivo, atrofia
muscular que causa rigidez e interfieren con el caminar y el habla. La palabra *“Esclerosis”
significa endurecimiento, “Lateral” se refiere a la parte lateral de la médula espinal donde se
ubica el dafo y por dltimo “A-mio-tréfica” que proviene del griego vy significa “sin-nutrimento-
muscular” o atrofia muscular. Inicialmente, fue descrita por el famoso neurobidlogo francés
Jean-Martin Charcot en 1872, y por eso, se le conocié como enfermedad de Charcot. La ALS es
ahora familiarmente conocida en Estados Unidos como enfermedad de Lou Gehrig en honor al
gran beisbolista quien desarrollé la enfermedad en la década de los 30. La ALS también ha
afectado a otros personajes, como el astrofisico nominado al premio Nobel Stephen Hawking,
quien sufre de un tipo no usual de la enfermedad con una lenta progresion. Estos ejemplos de la
enfermedad nos muestran que ésta no afecta la capacidad intelectual de los enfermos, ni los
organos de los cinco sentidos (tacto, vista, oido, gusto y olfato) a pesar de la paralisis. La
enfermedad culmina con la muerte a causa de un paro respiratorio como consecuencia de la
denervaciéon de los musculos respiratorios, aproximadamente 3-5 afios después de ser
diagnosticada (Gurney et al., 1998; Cleveland y Rothstein, 2001; Julien, 2001). Es un
padecimiento con una prevalencia de 2-5 casos por cada 100,000 habitantes. La edad tipica

para el comienzo de la ALS es entre 50 y 60 afios, aunque hay casos raros en jévenes.

Tabla 1 Posibles mecanismos que pueden contribuir al dafio de las motoneuronas
y a la muerte celular en la ALS

Excitotoxicidad

Factores genéticos (Mutaciones en la SOD1)
Estrés oxidativo

Dafio mitocondrial

Agregacion de proteinas

Dafio del transporte axonal

Inflamacion

e Deficiencia de factores de crecimiento

e Desorganizacion de neurofilamentos
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Se ha postulado que el proceso patoloégico de la ALS podria ser multifactorial, por lo tanto el
mecanismo preciso de la muerte selectiva de las motoneuronas en la ALS es aln desconocido.
Se ha sugerido que hay una compleja participacion de mdultiples mecanismos que incluyen a la
excitotoxicidad, factores genéticos, estrés oxidativo, agregacion de proteinas, estrangulacion
axonal por la acumulaciéon anormal de neurofilamentos y dafio mitocondrial (Tabla 1).

La ALS es esporadica en un 90% de los casos y el 10% restante son de origen genético o

familiar.

ALS FAMILIAR

La ALS familiar representa solo el 10% de los casos, de los cuales el 20% de estos casos se han
asociado con mutaciones en el gene que codifica para la enzima Cu2t/Zn2* superéxido
dismutasa 1 (SOD1) (Rosen et al., 1993), esta enfermedad tiene un patron de herencia
autosdmica dominante. La enzima SODL1 se expresa en casi todas las células del organismo y se
encuentra tanto en células neuronales como no neuronales del SNC (Pardo et al., 1995). Es un
homodimero de 153 aminoacidos y su principal funcion enzimatica es la de catalizar la

conversion del radical superéxido a peréxido de hidrégeno:

Glutathione peroxidase,

2HT + .02_ 2H202 Llasei‘ HQO

\/

SOD-Cu'l+ 3 > SOD-Cu2+

()

02 .02_

La SOD1 contiene los iones Cuzt/Zn2*, el &tomo de cobre se encuentra presente en el sitio
activo de la enzima, el cual es alternadamente reducido y oxidado por el superdxido (Liochev y
Fridovich, 2000). El zinc le da estabilidad estructural a la proteina. El radical superdoxido es un
intermediario muy reactivo formado por la reduccién del Oz en la cadena respiratoria y es un
poderoso agente oxidante, por lo que si sus niveles no son controlados puede llevar a la
peroxidacion de lipidos y la oxidacidon de proteinas. Por esta razén, cualquier cambio en la
funcién enzimatica de la SOD1 puede tener consecuencias devastadoras para el ambiente
celular (Coyle y Puttfarcken, 1993; Olanow, 1993; Gurney et al., 1998; Kruman et al., 1999).

Desde su descubrimiento, mas de 125 diferentes mutaciones han sido identificadas a traveés
del gene de la SOD1. Muchas de estas mutaciones resultan por la sustitucion de un aminoacido

(Cleveland y Rothstein, 2001). A partir de esto se han desarrollado ratones transgénicos con el
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gene humano mutado de la SOD1, como el G93A (Gurney et al., 1994) que tiene cambiada
una glicina por una alanina en posicion 93 y uno que tiene una mutacién en el gen murino
G86R (Cleveland, 1999; Morrison y Morrison, 1999). También se han desarrollado, dos ratas
transgénicas que expresan dos diferentes mutaciones de la SOD1, G93A y H46R, que de igual
manera desarrollan paralisis y selectiva pérdida de motoneuronas (Nagai et al., 2001; Howland
et al., 2002).

Los mecanismos de la degeneracion de las motoneuronas producidos por la SOD1 mutada
son aun inciertos. Sin embargo esta demostrado que la toxicidad mediada por la SOD1 mutada
en la ALS no es debido a la perdida en su funcién, si no mas bien a una ganancia de una o mas
propiedades toxicas que son independientes de los niveles de la actividad de la SOD1. Los
principales argumentos contra la importancia de la perdida de la funcidn como dismutasa son
que: se ha desarrollado un raton knockout de la SOD1 que, contrariamente a lo esperado no
desarrolla la enfermedad de las motoneuronas (Reaume et al., 1996) y que los niveles de la
actividad de la SOD1 no correlacionan con la enfermedad ni en humanos ni en ratones, de
hecho algunas enzimas mutadas retienen toda su actividad de dismutasa (Borchelt et al., 1994;
Bowling et al., 1995; Bruijn et al., 1997). Finalmente, un incremento crénico en los niveles de la
SOD1 silvestre, no tiene efectos en la enfermedad (Bruijn et al., 1998).

Los animales transgénicos son normales al nacer y desarrollan una disfuncién motora a los 3-7
meses de edad, la cual progresa rapidamente con la disminucidn en la movilidad de los
miembros posteriores, hasta la paralisis total y la muerte prematura (Gurney et al., 1994; Nagai et
al., 2001; Howland et al., 2002). El desarrollo de la enfermedad en estos animales parece estar
relacionado con el numero de copias del gen mutado que se introducen, con la cantidad de
SOD1 mutada que se expresa, de forma que, los que expresan una mayor cantidad tienen un
comienzo de la enfermedad mas temprano que los que expresan una menor cantidad (Bruijn et
al., 1997). Patolégicamente, estos animales tienen degeneracion de las motoneuronas de la
médula espinal, con alteraciones en los componentes del citoesqueleto, astrocitosis,
vacuolizaciones mitocondriales y algunos presentan inclusiones semejantes a cuerpos de Lewy.
Estas alteraciones se asemejan mucho a las que se encuentran en biopsias de los pacientes con
ALS.

Las alteraciones genéticas del 80% restante de los casos de ALS familiar son adn
desconocidas. Sin embargo, recientemente se encontraron tres genes que producen casos
raros de ALS familiar (ALS2 o alsin, ALS4 o senataxina y ALS8 o sinaptobrevina/proteinas de
membrana asociadas a vesiculas) (Hadano et al.,, 2001; Yang et al., 2001; Chen et al., 2004;
Nishimura et al., 2004).

13



HIPOTESIS DE LOS MECANISMOS DE LA ALS ESPORADICA

Varias hipoétesis han sido propuestas para explicar la etiologia de la ALS esporadica, las cuales
incluyen anormalidades genéticas y no genéticas de proteinas del transporte axonal y del
citoesqueleto (Julien, 2001; Hafezparast et al.,, 2003), del factor de crecimiento endotelial
vascular (Oosthuyse et al., 2001; Azzouz et al., 2004), entre muchas otras. De todas estas una
posible hipotesis que explique la selectiva muerte de las motoneuronas en la ALS es la
excitotoxicidad mediada por los receptores AMPA, como veremos mas adelante.

Las motoneuronas de la corteza motora envian sus axones a la médula espinal a través del
tracto corticoespinal, estas motoneuronas utilizan glutamato como neurotransmisor, por lo tanto
si las motoneuronas expresan abundantes receptores al glutamato, estos las pueden hacer mas
susceptibles al dafio por excitotoxicidad.

La hipo6tesis excitotoxica de la ALS esporadica, se postulo debido a que inicialmente, se
encontré que los niveles extracelulares de glutamato tanto en plasma (Plaitakis, 1990) asi como
en liquido cefalorraquideo (Rothstein et al., 1990; Shaw et al., 1995; Spreux-Varoquaux et al.,
2002) se encontraban aumentados en los pacientes con ALS esporadica, sugiriendo que la
muerte de las motoneuronas en la enfermedad esta asociada con un metabolismo anormal del
glutamato lo cual produciria excitotoxicidad. Otros hallazgos demostraron que la actividad del
transportador glial de glutamato (EAAT2 o GLT1) tenia una menor actividad en la médula
espinal y corteza motora en los pacientes con ALS esporadica (Rothstein et al., 1992; Rothstein et
al., 1995). Esta deficiencia o pérdida del transportador de glutamato provocaria un aumento en
la concentracién extracelular de glutamato y la consecuente sobreactivacion de los receptores
de glutamato (Rothstein et al., 1992; Rothstein et al.,, 1995). En apoyo a esta hipotesis, otros
estudios demostraron que la inhibicidn farmacoldgica del transporte de glutamato en cultivos
de médula espinal (Rothstein et al., 1993; Rothstein y Kuncl, 1995; Carriedo et al., 1996), asi como
el bloqueo de la expresion del transportador GLT1 con oligonucledétidos antisentido in vivo

(Rothstein et al., 1996) causaron muerte selectiva de motoneuronas.

VULNERABILIDAD SELECTIVA DE LAS MOTONEURONAS

Se ha demostrado tanto in vivo como in vitro que las motoneuronas son diferencialmente mas
vulnerables a la muerte neuronal mediada por los receptores tipo AMPA, que otros tipos
neuronales (Hugon et al., 1989; Rothstein et al., 1993; Kwak y Nakamura, 1995a; b; Carriedo et
al., 1996; Van Den Bosch et al., 2000; Vandenberghe et al., 2000). Las motoneuronas al parecer
tienen propiedades intrinsecas las cuales estdn muy relacionadas con la entrada de Ca?, lo

que las haria mas vulnerables a la muerte mediada por Ca?*, debido a su limitada habilidad
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para poder amortiguar este cation, debido a su bajo contenido de proteinas quelantes de
calcio, como la calbindina y la parvalbumina (Ince et al., 1993; Alexianu et al., 1994; Palecek et
al., 1999). Este aspecto se discutirA con mayor detalle mas adelante. Los mecanismos de la
vulnerabilidad selectiva de las motoneuronas a la sobreactivacion de los receptores tipo AMPA
no se conocen aun con detalle. En principio, tal vez las diferencias en la vulnerabilidad a los
agonistas de los receptores tipo AMPA entre las motoneuronas y otras neuronas espinales
podrian resultar de diferencias en la expresion del receptor tipo AMPA y/o de diferencias en
fenédmenos que estarian modulando la entrada de Ca?*. Se han propuesto dos mecanismos
gue pueden explicar la selectiva muerte de las motoneuronas mediada por los receptores tipo
AMPA observada en la ALS. El primero es una selectiva disminucién en la expresidon de la
subunidad GIluR2 de los receptores tipo AMPA, lo cual, resulta en una disminucién en la
proporcion de receptores que la contienen y por lo tanto, habria receptores con mayor
permeabilidad al Ca?*. Los receptores AMPA en si tienen una baja abundancia de la subunidad
GIuR2 entre las cuatro subunidades. El segundo es una reduccioén en la edicién del RNA de la
subunidad GIuR2, lo cual resulta en receptores que contengan la subunidad GIuR2 con una
arginina (Q) no editada, lo cual resulta en una alta permeabilidad al Ca?z+* (Kawahara et al.,
2004).

En el siguiente articulo 2, se discuten los hallazgos de experimentos in vivo en los que se
demuestra que la inhibicion aguda del transportador de glutamato produce un aumento en la
concentracion extracelular del aminoacido pero ningin dafio neuronal, mientras que la

perfusibn de AMPA produjo muerte de las motoneuronas y paralisis, in vivo.
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ARTICULO 2
“AMPA receptor activation, but not the accumulation of endogenous extracellular glutamate,
induces paralysis and motor neuron death in rat spinal cord in vivo”
(J. Neurochem. 89, 988-997, 2004)
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OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo se formulé con base en los antecedentes, en particular a
partir del articulo 2 que precede a esta seccion, el cual fue parte de mi tesis de Maestria. Asi, el
objetivo general fue determinar si la muerte selectiva de las motoneuronas espinales
ocasionada por la sobreactivacion de los receptores AMPA, se debe fundamentalmente a la
entrada de Ca?* a través de este tipo de receptores, asi como estudiar el curso temporal de la
muerte de las motoneuronas y su relacién con la paralisis. Otro objetivo fue probar estrategias
de neuroproteccion relacionadas con los efectos del incremento del Ca?* intracelular y con un

déficit energético.

OBJETIVOS PARTICULARES
1.- Estudiar los efectos de la 1-naftil acetil espermina (NAS), que bloquea selectivamente los
receptores AMPA que carecen de la subunidad GIuR2 y que por lo tanto, son altamente

permeables a Caz+.

2.- Conocer la participacion del Ca?* intracelular en la muerte de las motoneuronas debido a la

administracion del AMPA. Para este objetivo se uso el quelante de Caz?* intracelular BAPTA-AM.

3.- Determinar si la administracion de piruvato puede tener efectos protectores contra la muerte
neuronal que produce el AMPA debido a que pueda estar interfiiendo en el metabolismo

energético mitocondrial.

4.- Estudiar el curso temporal de la neurodegeneracion de las motoneuronas producida por el

AMPA en tiempos mas cortos; 0.5, 1, 3,6, 12y 24 hrs.
5.- Probar si la administracion de inhibidores de la calpaina pueden tener efectos protectores y

si es que esta proteasa esta participando en la perdida de la ChAT y en la muerte neuronal que
produce el AMPA.
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ARTICULO 4
“Calpain inhibition protects spinal motoneurons from the excitotoxic effects of AMPA in vivo”

(Manuscrito que se enviara proximamente para su publicacién)
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IV. DISCUSION

En este trabajo se estudid la correlacidn que existe entre la sobreactivacion de los receptores
tipo AMPA, la entrada de Ca?* y la neurodegeneraciéon de las motoneuronas en la médula
espinal de la rata in vivo mediante la combinacién de técnicas de microdialisis, neuroquimicas,
conductuales, inmunohistoquimicas e histolégicas. Con los resultados obtenidos podemos
confirmar que la vulnerabilidad selectiva de las motoneuronas espinales ocasionada por la
sobreactivacion de los receptores tipo AMPA, se debié fundamentalmente a la entrada de Caz*
a través de este tipo de receptores, y esta entrada de Ca?* produjo una cascada de eventos
que culminaron con la muerte de las motoneuronas. Los hallazgos mas importantes se resumen

€ integran en la figura 1.

La técnica de microdidlisis nos permite por una parte, administrar sustancias de peso
molecular <6.000 daltones que es el limite de la membrana de dialisis, sin que la droga llegue
directamente al tejido de manera masiva. Su paso a través de la membrana es mas lento y mas
constante durante el tiempo en que se hace la perfusion, por lo que sus efectos son mas
controlados. Por otra parte, la microdidlisis también nos permite monitorear los cambios en la
concentracion extracelular de varios compuestos, incluyendo neurotransmisores. Se han
realizado estudios sobre la liberaciébn de neurotransmisores y aminoacidos por microdialisis en
diferentes regiones cerebrales. Sin embargo, solo hay un estudio en el cual utilizan la misma
técnica de microdialisis en la médula espinal de la rata in vivo (Sundstrom et al., 1995). Nosotros
recurrimos a utilizar la técnica de microdialisis en la médula espinal, para lo cual usamos una
canula que es introducida transversalmente en el asta dorsal, pero sin tocar el asta ventral que
es donde estan las motoneuronas. Es de importancia hacer notar que la canula de microdialisis
usada mide sélo 1.2 mm de longitud x 0.24 mm de diametro, por lo que produce Unicamente
dafio mecanico del asta dorsal ipsilateral, sin dafiar mecanicamente las motoneuronas. A pesar
de que la canula de microdialisis se introduce en el asta dorsal, las drogas administradas si
pueden difundir hasta alcanzar el asta ventral. Otra ventaja del sistema de microdialisis es que el
asta ventral contralateral funciona como control. Cabe mencionar que no hay ningun trabajo
en la literatura en donde se hayan administrado por microdidlisis las drogas que usamos para

correlacionarlo con el dafio en las motoneuronas y para su proteccion.
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MICRODIALISIS MEDULA PDC: BLOQUEOC DEL TRANSPORTE DE
y ESPINAL GLUTAMATO PRODUCE UN AUMENTO EN
I SU CONCENTRACION, NO PRODUCE DANO
DE LAS MN.

CELU LA GLIAL 4-AP: AUMENTO EN LA LIBERACION DE

GLUTAMATO, PRODUCE EXCITABILIDAD DE
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NAS, NBQX, BAPTA-AM, PIRUVATO Y LEUPEPTINA: PREVIENEN
MUERTE DE LAS MN, EXCITABILIDAD Y PARALISIS.

Figura 1. En este esquema se resumen e integran todos los hallazgos mas importantes del presente trabajo,
los cuales se discuten ampliamente en el texto y en los articulos. El cuadro que incluye el BAPTA
esquematiza la quelacion del Ca**, con la consecuente prevencion de la activacion de proteasas, el dafio

mitocondrial y la produccién de radicales libres. MN, motoneuronas; CCSV, canales de Ca** sensibles al

voltaje. T indica bloqueo o inhibicién.
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EL PAPEL DEL AUMENTO EN LA CONCENTRACION EXTRACELULAR DE GLUTAMATO EN LA MEDULA
ESPINAL Y SU RELACION CON LA NEURODEGENERACION

Como se menciond anteriormente, una de las hipo6tesis para explicar los mecanismos de
neurodegeneracion de las motoneuronas en la ALS esporadica es la hipotesis excitotoxica,
basada fundamentalmente en dos hallazgos: el primero, un aumento en los niveles de
glutamato, tanto en plasma (Plaitakis, 1990) como en liquido cefalorraquideo de pacientes con
ALS (Rothstein et al., 1990; Shaw et al., 1995; Spreux-Varoquaux et al., 2002), y segundo, una
disminucién en el transportador glial de glutamato EAAT2 o GLT1 en la médula espinal y en la
corteza cerebral en pacientes con ALS esporadica (Rothstein et al., 1992; Rothstein et al., 1995).
Por lo tanto, una disminucién en el transportador estaria causando una excesiva acumulacion
de glutamato en el espacio sinaptico y en consecuencia sobreactivaria a sus receptores, lo que
culminaria en muerte de las motoneuronas. Nosotros probamos diferentes estrategias para
producir un aumento en la concentracién extracelular de glutamato en la médula espinal:
inhibicion del transportador de glutamato con acido L-trans-2,4-pirrolidindicarboxilico (PDC) y la
estimulacion de su liberacion con 4-aminopiridina (4-AP). Como se muestra claramente en el
articulo 2, los niveles extracelulares de glutamato se incrementaron por el PDC varias veces
sobre el valor basal durante mas de una hora y a pesar de este considerable aumento no se
observaron alteraciones conductuales ni degeneracidn de las motoneuronas (Articulo 2, Fig. 2).
Recientemente también se demostr6 que la administracion de PDC en el hipocampo y la
corteza motora de ratones transgénicos con mutacion en la SOD1, a pesar del incremento en
los niveles extracelulares de glutamato, no produjo muerte neuronal (Tovar-y-Romo y Tapia,
2006).

Asi, una de las principales aportaciones de este trabajo es la demostracion de que no hay
una correlaciéon entre el incremento en la concentracion extracelular de glutamato producido
por bloqueo de su transporte, y el dafio de las motoneuronas. Una posible explicacion para
estos resultados es que el glutamato extracelular acumulado como consecuencia de la
inhibicibn en su recaptura no es capaz de activar significativamente a los receptores
postsinapticos de las motoneuronas. La carencia del efecto excitotéxico puede ser debido a
una limitada difusibn del glutamato en las astas ventrales, donde estan las motoneuronas, ya
que la canula de microdialisis fue colocada en las astas dorsales, pero nuestros resultados con
AMPA, como se discute mas adelante, indican que esto es poco probable. Nosotros no
excluimos la posibiidad de que un bloqueo crénico del transporte de glutamato produzca un
aumento extracelular persistente de glutamato por varios dias o semanas, y esto pueda ser

toxico para las motoneuronas. Sin embargo, experimentos recientes del laboratorio demostraron
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que la administraciéon crénica de PDC durante 3 semanas no produjo dafio a las motoneuronas
(Tovar-y-Romo, Zepeda y Tapia en preparacion).

Otra manera de producir aumento en la concentracion extracelular de glutamato es por
aumento en su liberacion. Entre las drogas capaces de estimular la liberacion de
neurotransmisores estan ciertos bloqueadores de canales de potasio, como la 4-AP. La 4-AP
prolonga la fase de despolarizacion de los potenciales de accién, aumentando la frecuencia
de disparo neuronal e induce la liberacibn de neurotransmisores tanto excitadores como
inhibidores en diferentes preparaciones in vitro, en la placa neuromuscular (Lundh, 1978; Thesleff,
1980), rebanadas de cerebro (Hu et al.,, 1991; Schechter, 1997), sinaptosomas (Tapia y Sitges,
1982; Tapia et al., 1985) y en algunas regiones cerebrales in vivo (Morales-Villagran y Tapia, 1996;
Pefia y Tapia, 1999; 2000; Ayala y Tapia, 2003). Esta liberacién ocurre desde terminales
sinapticas, ya que es inhibida por tetrodotoxina y por antagonistas de canales de Ca?* tipo N
(Pefiay Tapia, 2000).

Como se describe en el articulo 2 (Fig. 1), los animales tratados con 4-AP mostraron solo
contracciones de la pata ipsilateral, pero no mostraron paralisis ni muerte de las motoneuronas
a pesar de un aumento transitorio en la concentracidon de glutamato. Esto nos indica que el
glutamato liberado en las terminales presinapticas por la accion de la 4-AP, juega un papel
importante en el aumento de la excitabilidad de las motoneuronas en la médula espinal, pero
no lo suficiente para producir un dafio excitotdxico, al menos en estas condiciones
experimentales. Esto sugiere que las motoneuronas espinales pueden ser mas resistentes a la
excitotoxicidad mediada por la 4-AP, en comparacién con otras regiones neuronales. Por lo
tanto, el glutamato liberado por la 4-AP probablemente no alcanza la concentracion sinaptica
necesaria para inducir neurodegeneracion por sobreactivacion de los receptores tipo AMPA,
ya que, como se discutird mas adelante, la accion directa del AMPA si fue capaz de producir

muerte.

PAPEL DE LA SOBREACTIVACION DE LOS RECEPTORES NMDA Y KAINATO EN LA MEDULA ESPINAL

Se ha demostrado que en la médula espinal de la rata hay relativamente poca o nula expresion
de RNAmM de las diferentes subunidades de los receptores NMDA y de kainato en las astas
ventrales (Petralia et al., 2000; Wisden et al., 2000). Sin embargo, numerosos datos en la literatura
indican que los receptores NMDA y kainato participan en la muerte neuronal en otras regiones
del SNC. Nosotros encontramos que la perfusion de NMDA y kainato en la médula espinal de la
rata no tuvo efectos neurotoéxicos, sugiriendo que estos receptores no participan de manera

importante en la excitotoxicidad de las motoneuronas espinales (Articulo 2, Fig. 4).
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PAPEL DE LA SOBREACTIVACION DE LOS RECEPTORES AMPA EN LA MUERTE DE LAS
MOTONEURONAS

Estudios de la expresidn y distribucion de las diferentes subunidades de los receptores AMPA en
la médula espinal, muestran que en las astas ventrales los receptores AMPA predominan sobre
los receptores NMDA y kainato (Petralia et al., 2000; Wisden et al., 2000). Esto explicaria la
vulnerabilidad selectiva de las motoneuronas espinales al dafio por la sobreactivacion de los
receptores tipo AMPA, sin alteracion en los niveles extracelulares de glutamato y aspartato
(Articulo 3, Fig. 3). Todos los animales presentaron paralisis ipsilateral, la cual correlaciona con la
muerte de las motoneuronas, ya que histolégicamente la degeneracion comenzo alrededor de
las 3 horas y progresé hasta alcanzar una completa muerte neuronal a las 24 horas (Articulo 2,
Figs. 3y 5; Articulo 3 Figs. 2 y 6; Articulo 4, Figs. 2 y 4). La participacion de los receptores AMPA se
confiirmd por la perfusion del antagonista de los receptores tipo AMPA, el 2,3-dioxo-6-nitro-
1,2,3,4-tetrahidrobenzo [f] quinoxalina-7-sulffonamida sal disodio (NBQX), el cual bloqued
totalmente las alteraciones en la conducta motora y la paralisis, y previno la degeneracion de
las motoneuronas producida por la administracion de AMPA. (Articulo 2, Figs. 3 y 5). De manera
similar, estos resultados son consistentes con los efectos neuroprotectores de los antagonistas de
los receptores tipo AMPA sobre el dafio en la médula espinal in vivo (Nakamura et al., 1994;
Hirata et al., 1997; Liu et al., 1997), o in vitro (Carriedo et al., 1996; Van Den Bosch y Robberecht,
2000; Van Den Bosch et al., 2000).

PARTICIPACION DE LOS RECEPTORES AMPA PERMEABLES AL CALCIO EN LA VULNERABILIDAD
SELECTIVA DE LAS MOTONEURONAS ESPINALES

Como se discutié en la seccion precedente, los receptores tipo AMPA parecen participar de
manera importante en la excitotoxicidad sobre las motoneuronas espinales. Una pregunta
relevante es el mecanismo de la muerte neuronal mediada por estos receptores. Algunos
trabajos han demostrado que las motoneuronas expresan receptores AMPA que carecen de la
subunidad GIuR2 y que por lo tanto, son altamente permeables a Ca?* (Carriedo et al., 1996;
Williams et al., 1997; Shaw et al., 1999). Entonces, ¢La muerte de las motoneuronas espinales que
produce el AMPA se debe a un incremento en la concentracion intracelular de Caz?+, el cual
entra a través de los receptores AMPA que carecen de la subunidad GIuR2?

En este trabajo, se probaron dos estrategias para contestar esta pregunta. Como se
demuestra en el articulo 3, la 1-naftil acetil espermina (NAS), que es un antagonista especifico
que blogquea los receptores AMPA que carecen de la subunidad GIuR2 (Koike et al., 1997; Greig
et al., 2000; Yin et al., 2002), protegié contra la muerte de las motoneuronas, contra la paralisis y

contra las alteraciones motoras (articulo 3, Fig. 1 y 3). Esto indica claramente que hay
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receptores AMPA sin la subunidad GIluR2 permeables al Ca?* que son funcionales in vivo.
Previamente se habia encontrado, en cultivos de motoneuronas la presencia de receptores
AMPA permeables al Caz* con una tincién histoquimica con cobalto (Carriedo et al., 1996; Terro
et al., 1998; Bar-Peled et al., 1999; Van Den Bosch y Robberecht, 2000; Van Den Bosch et al.,
2000), y la toxina de arafia Joro, que también bloquea selectivamente receptores AMPA que
carecen de la subunidad GIuR2, protegié contra el dafio neuronal (Van Den Bosch y
Robberecht, 2000; Van Den Bosch et al., 2000).

Sin embargo, habia cierta controversia sobre la presencia de la subunidad GIuR2 en los
receptores AMPA en la médula espinal tanto de humanos como de rata (Tomiyama et al., 1996;
Virgo et al., 1996; Williams et al., 1997; Bar-Peled et al., 1999), pero nuestros datos demuestran lo
contrario.

El papel de los receptores AMPA permeables al Ca?* en la muerte neuronal se ha
demostrado en varios modelos animales, in vivo se demostré que ratones deficientes de la
subunidad GIuR2 tienen anormalidades en la potenciacion a largo plazo, pero no presentan
muerte de las motoneuronas (Jia et al., 1996), en contraste en cultivos de hipocampo de este
ratén que carece de la subunidad GIuR2 si hay muerte neuronal (lihara et al., 2001).

Con respecto a la edicion del RNA en el sitio Q/R de la subunidad GIuR2 de los receptores
AMPA, se demostré en un ratén transgénico que la incorporacion de una subunidad GIluR2
artificial hace que los receptores AMPA sean permeables al Caz*, causando que estos ratones
desarrollen degeneracion de las motoneuronas en etapas tardias de su vida (Feldmeyer et al.,
1999). Si los receptores AMPA permeables al Caz?* tienen un papel fundamental en la muerte de
las motoneuronas en la ALS, una disminucién en la expresion de la subunidad GIuR2 o una
reduccion en su edicidon pueden iniciar o acelerar la enfermedad.

Ademas de lo anterior, en el articulo 4 se muestra el curso temporal de la muerte de las
motoneuronas, la cual comienza entre 3 y 6 horas después de administrado el AMPA, por lo
tanto parece que la entrada de Ca?* a través de estos receptores, resulta en un proceso
intracelular que determina la muerte neuronal (Articulo 4, Fig. 2).

El BAPTA-AM es un éster altamente lipofilico capaz de entrar en las células, sus porciones
acetoxi metil ester son deesterificadas intracelularmente por esterasas citoplasmicas no
especificas para quelar al Caz* (Tsien, 1981). Un i6bn Ca?* puede ser reversiblemente unido por
cada molécula de BAPTA. En el articulo 3 de resultados, se muestra que el BAPTA-AM protegio
significativamente contra muerte de las motoneuronas, contra la pardlisis y contra las
alteraciones motoras (Articulo 3, Fig. 1), sugiriendo claramente que el Ca%* que entra a las

motoneuronas es quelado previniendo sus efectos (Articulo 3, Figs. 4 y 6).
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PAPEL DEL CALCIO Y LA MITOCONDRIA EN LA VULNERABILIDAD SELECTIVA DE LAS
MOTONEURONAS

Una disfuncién en la homeostasis intracelular del Caz+ es un importante factor en el proceso de
la muerte neuronal, debido a la activacion de enzimas liticas, produccion de especies reactivas
de oxigeno y deficiencias de la funcién mitocondrial o alteraciones del metabolismo energético
(Siesjo, 1994; Nicholls y Budd, 2000; Bano et al., 2005). En este sentido, en el articulo 3 se prob6
una estrategia de neuroproteccion utilizando piruvato como un sustrato energético
mitocondrial en la médula espinal de la rata, la administracién de piruvato protegié contra la
pardlisis, contra las alteraciones motoras (Articulo 3, Fig. 1), asi como contra la muerte de las
motoneuronas producidas por el AMPA (Articulo 3, Figs. 5 y 6). Esto nos sugiere claramente que
el incremento en la concentracion intracelular de Ca?* interfiere con el metabolismo energético
mitocondrial. Por lo tanto, si hay un déficit mitocondrial, este resulta en una disminucion en la
produccioén de ATP, y suministrando un sustrato energético como el piruvato, se puede contribuir
al reestablecimiento de la produccién energética y asi proteger contra la neurodegeneracion.
Sin embargo, otro posible mecanismo de proteccion del piruvato puede ser debido a que esté
actuando como un antioxidante o atrapador de radicales libres. Aunque nosotros no tenemos
evidencia de produccion de especies reactivas de oxigeno en nuestro modelo, in vitro la
administracion de AMPA a motoneuronas, se ha demostrado que produce especies reactivas
de oxigeno (Carriedo et al., 2000). Recientemente también se demostré que el piruvato retraso
el progreso de la enfermedad en el raton transgénico SOD1 (Park et al., 2007).

Es interesante el hecho que tanto las motoneuronas espinales de humanos como de
roedores, son vulnerables a la muerte mediada por Ca?* debido a que tienen una limitada
capacidad para poder amortiguar este cation, asi como a su bajo contenido de proteinas
guelantes de calcio, como la calbindina y la parvalbumina (Ince et al., 1993; Alexianu et al.,
1994; Palecek et al., 1999). Por lo tanto una baja capacidad para amortiguar el Caz* intracelular

es un importante factor de riesgo para la degeneracion de las motoneuronas.

ACTIVACION DE LA CALPAINA Y SU IMPLICACION EN LA MUERTE DE LAS MOTONEURONAS

Uno de los mecanismos toxicos del incremento en la concentracion intracelular de Ca?* es la
activacion de proteasas de cisteina tales como la calpaina. La colina acetiltransferasa (ChAT)
es la enzima responsable para la biosintesis de acetilcolina y es el indicador mas especifico para
monitorear el estado funcional de las neuronas colinérgicas en el SNC y periférico. La perdida
de neuronas colinérgicas ha sido observada en varias enfermedades neurodegenerativas
incluyendo la ALS (Oda, 1999), por lo que tal vez una disminucion en la expresion de la ChAT sea

especifica y un cambio temprano en la ALS. Como se demuestra en el Articulo 4, la

26



inmunohistoquimica de la ChAT reveld que la enzima empez6 a disminuir a partir de 30 miny a
las 3 h no se detectdé inmunorreactividad (Articulo 4, Fig. 2), esto nos indicaria que un proceso
inicial en la degeneracion de las motoneuronas es la pérdida de la ChAT y esta muerte
neuronal retrasada puede ser debida a un mecanismo intracelular activo mediado por la
entrada de Ca?*, involucrando la activaciéon de la calpaina. El tratamiento con leupeptina que
es un inhibidor de la calpaina, previno la paralisis y las alteraciones motoras (Articulo 4, Fig. 1), asi
como la pérdida de la inmunoreactividad de la ChAT y la muerte de las motoneuronas
producida por el AMPA (Articulo 4, Figs. 3 y 4). En este mismo sentido, se ha demostrado que la
inhibicion farmacolégica de la calpaina es neuroprotectora en varios modelos de
excitotoxicidad (Di Stasi et al., 1991; Caner et al., 1993; Rami y Krieglstein, 1993; Brorson et al.,
1994; Wang et al., 1996; Rami et al., 1997).

En el Articulo 5, se revisa con mas detalle la excitotoxicidad mediada por los receptores AMPA,
la entrada de Ca?* a través de la subunidad GIuR2 y como esta entrada de Ca?* produce
muerte neuronal. Este conocimiento nos proporciona varios blancos para estrategias
terapéuticas, que han demostrado ser parcialmente eficaces tanto en roedores como humanos
con mutaciones en la SOD1 y en los pocos modelos in vivo existentes de neurodegeneracion

por excitotoxicidad.
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ARTICULO 5
“Targeted therapies providing new treatment strategies for amyotrophic lateral sclerosis”

(Enviado a Expert Opinion on Therapeutic Targets)
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V. CONCLUSIONES
1.- El efecto protector de la NAS contra la neurodegeneraciéon de las motoneuronas que
produce el AMPA, sugiere que la entrada de Ca?+ a través de receptores con la subunidad

GIuR2 es un importante factor para la muerte selectiva de las motoneuronas.

2.- La proteccion del BAPTA-AM contra la neurodegeneracion de las motoneuronas, sugiere que

el proceso de muerte involucra un incremento en la concentracion intracelular de Ca** debido

a la entrada de este catidn a través de los receptores AMPA.

3.- La administraciobn de piruvato como un sustrato energético, también protegié contra la
muerte de las motoneuronas, asi un incremento en la concentracion intracelular de Caz*

probablemente interfiere con el metabolismo energético mitocondrial.

4.- La histologia con violeta de cresilo mostr6 que el dafio de las motoneuronas ocurre
progresivamente a partir de las 3 h y es maximo a las 24 h, sin embargo, la inmunohistoquimica
de la ChAT indicé que desde la primera media hora la enzima empezé a disminuir, lo cual
sugiere que el dafio neuronal producido por la sobreactivacion de los receptores AMPA se

correlaciona con un proceso que resulta en la pérdida de la ChAT.

5.- La leupeptina, previno la pérdida de la ChAT y la muerte de las motoneuronas, lo cual
sugiere gue un incremento en la concentracion intracelular de Ca?* involucra la activacion de
la calpaina y que esta proteasa disminuye el contenido de la ChAT aparentemente antes de

gue ocurra la neurodegeneracion.
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