SIMPOSIO

Mecanismos celulares y moleculares de la
neurodegeneracion

Ricardo Tapia*

l. Introduccién

Recepcion: 1110197 aceptacion: 24110197

La destruccion celular es un proceso habitual-
mente considerado como terminal, ligado a la en-
fermedad y a la muerte del organismo, y descrito
generalmente como muerte por necrosis. Sin em-
bargo, desde hace méas de 20 afios se conoce que
durante el periodo del desarrollo ontogénico mu-
chas células mueren en beneficio del propio desa-
rrollo del organismo, y que las caracteristicas
morfolégicas y bioquimicas de este proceso difie-
rende las de lanecrosis. Este diferente mecanismo
de muerte "altruista” estd determinado genética-
mente, y se le conoce como muerte celular progra-
mada o apoptosis (del griego, "el caer de las hojas
de un arbol"). En el cuadro | se sefialan algunas de
las caracteristicasde la muerte celular por necrosis
y por apoptosis, asi como sus causas y mecanis-
mos, algunos de los cuales son tema de este
simposio.

A raiz de la descripcion de la muerte celular por
apoptosis, en los Ultimos afios se ha generado una
amplia discusién sobre la posibilidad de que en el
caso de las enfermedades neurodegenerativas,
especialmente aquellas de origen desconocido, la
destruccién neuronal que se observa ocurra me-
diante mecanismos apoptéticos mas que necréti-
cos. Estadiscusion esta lejos de concluir, pues son
muchos los trabajos con resultados contradicto-
rios, tanto en el andlisis de tejido cerebral humano
como en diversos modelos experimentalesin vitro
e in vivo.

*Académico titular.

Como se indica en el cuadro I, la muerte necré-
tica es probablemente la responsable de la
neurodegeneracion que ocurre en las infecciones,
enlos accidentes vasculares cerebrales (isquemia
que genera hipoxia e hipoglicemia tisular), en el
dafio causado por neurotoxinas y en la epilepsia.
Entre los mecanismos celulares de estas alteracio-
nes, parecen participar importantemente el edema
celular (que se analiza en el apartado dos de este
simposio), la hiperexcitacién neuronal que causa
un exceso en la transmision sinaptica excitadora
mediada por glutamato (excitotoxicidad, como se
describe enlas partes Ill, IV y Vdel simposio), y las
alteraciones en el metabolismo oxidativo mitocon-
drial que generan los radicales libres y la disminu-
cién en la sintesis de adenosintrifosfato (ATP) (el
llamado estrés oxidativo que también se revisa en
las secciones IV y V).

Es necesario tener en mente que los dos proce-
sosdemuerte neuronal, elnecréticoy el apoptotico,
no son excluyentes,y que laneurodegeneraciénes
probablemente en la mayor parte de los casos
multifactorial, con participacién de la excitotoxici-
dad y del estrés oxidativo. Por ejemplo, mientras
que en la isquemia cerebral las neuronas que
mueren en los primeros minutos lo hacen por
necrosis, otras neuronas mueren hasta 24 0 48 h
después, probablemente mediante apoptosis. Y
mas todavia, en algunos modelos experimentales
se ha observado que la misma neurona puede
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morir por una combinacion, con diferente tempora-
lidad, de mecanismosnecréticosy apoptéticos.'
En el cuadro Il se enumeran algunas de las
enfermedades neurodegenerativas cronicas que
tienenla peculiaridadde que no producendestruc-
cién neuronal generalizada, sino que cada una de
ellas es selectiva para ciertas poblaciones neurc-
nales, si bien esta selectividadno es absoluta. Asi,
en la enfermedad de Alzheimerlas neuronas pre-
ferentementedegeneradasson las de las cortezas
frontal y parietal el hipocampoy la amigdala; en la
enfermedadde Parkinson,las neuronasdopaminér-
gicas de la sustancianigra; en la esclerosis lateral
amiotréficalas motoneuronasalfa la médula espi-
naly del tallo cerebral;y en la corea de Huntington
las neuronas GABAérgicas estriadonigrales. Esta
selectividad relativa constituye uno de los retos

Cuadro I. Causas 'y mecanismos de la
neurodegeneracion

A. Muerte neuronal programada: apoptosis (conden-
sacion perinuclear de la cromatina, fragmentacion
celular, preservaciéon de membranas)

"Suicidio" celular genéticamente determinado, por
ejemplo durante el desarrollo ontogénico

Apoptosis en organismos maduros

Modificaciones de la expresion genética
Activacion de receptores

Deficiencia de factores tréficos

'‘Muerte por envejecimiento?
‘Enfermedades neurodegenerativas?

B. Neurodegeneracion patolégica: necrosis (conden-
sacion general de la cromatina, destruccion de
membranas, vacuolizacion y lisis)

Infeccién (priones)

Edema intracelular

Hipoxia, hipoglicemia

Toxinas

Excitotoxicidad y/o estrés oxidativo
Isquemia por accidente vascular cerebral
(centro y zona de penumbra)
Epilepsia

més formidablesparadisefiarmodelosexperimen-
talesapropiadosque permitanentenderlas causas
ymecanismosde estos devastadorespadecimien-
tos. En el cuadro Il se indica también la existencia
de factores genéticos, ya que en los Ultimos cinco
afios se han encontrado alteraciones en algunos
genes, en los casos de las enfermedades familia-
res. Sinembargo, debe recordarseque, conexcep-
cién de la corea de Huntington, que es definitivay
exclusivamentede origen genético, para las otras
enfermedadesmencionadasen el cuadromas del
80-85%de loscasoseses~oradicowno familiar.es
decir, no hay un factor genético reconocible.

Cuadro Il. Enfermedades neurodegenerativas
crénicas: muerte neuronal selectiva

Alzheimer

Parkinson

Esclerosis lateral amiotréfica

Esclerosis mdltiple

Huntington
‘Muerte por necrosis y/o por apoptosis?
Factores genéticos
Factores no genéticos
Excitotoxicidad, estrés oxidativo, altera-
ciones del citoesqueletoy autoinmunidad
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En este simposio se revisan algunos de los
fenémenos sefialados, que parecen desempefiar
un papel determinanteen la destrucciénneuronal.
Yaeltitulodelsimposiodescribe que su objetivono
es revisar los padecimientos neurodegenerativos
propiamentedichos, sino analizarlos mecanismos
celularesy molecularesinvolucradosen la muerte
neuronal, y discutir hasta qué punto podrian expli-
car la pérdida de las neuronas en dichos padeci-
mientos.

Referencias

1. Choi DW. Ischemia-induced neuronal apoptosis. Curr
Opinion Neurobiol 1996;6:667-672.

Gac Mé& Méx Vol.134 No. 6,1998




Il. Edemay muerte neuronal

Herminia Pasantes*

El edema cerebraltiene dos componentesbien
establecidos, el edema vasogénicoy el edema
celular. El edema vasogénicoes la consecuencia
del dafio en el endotelio vascular que forma la
barrera hematoencefélica,que permite el paso de
agua y de solutos. Quizas se deba a una lesion
mecanicade la barreraque perturbala funcién de
las unionesoclusoraso puede ser laconsecuencia
de una alteraciénde los transportadores,en parti-
cular de los de los iones, a nivel del endotelio
capilar. Eledema celularocitotdxico,en el que hay
unaumentoen elvolumendelas célulasnerviosas,
puedeocurrircomosecueladeledemavasogénico,
o bien, ser ocasionado por el transportede solutos
del espacio extracelular al citoplasma, debido a
causasdiversas, sin quela permeabilidadvascular
parezca afectada. En el edema celular las células
gliales son las que preferentementeexperimentan
loscambiosen volumenmientrasque las neuronas
parecen estar mas protegidas.' Existen numero-
sassituacionesclinicas enla queocurren cambios,
-incremento o disminucién-, en el volumen de las
células nerviosas En ambas situacioneslas con-
secuenciaspueden ser graves. En el primer caso,
es decir, cuando hay edema celular, ya que la
dilatacién del cerebro esta restringida por el cra-
neo, unaconsecuenciainmediataes elaumentoen
lapresionintracraneanacon el consiguienteriesgo
de accidentesvasculares. En casos extremos hay
herniaciéndeltejido cerebrala travésdel foramen
magnoy la presiénsobre los nicleosrespiratorios
y cardiacos del tallo cerebral puede tener conse-
cuencias fatales. Evidentemente, esto también
ocurredeformasubsecuenteal edemavasogénico.
En el casode disminuciénen el volumen cerebral,
puede afectarse la citoarquitecturadel tejido ner-
vioso, con la alteracién de la comunicacion
interneuronal. Entre las condiciones que generan
los cambios en el volumen celular se cuentan las
anisosméticas, es decir, aquellas en las que la

osmolaridad del espacio extracelular se modifica,
generalmente como respuesta a una alteracion
similaren el plasma (hiponatremia,hipernatremia),
y las isosméticas, es decir, aquellas en las que el
volumen celular cambia como consecuencia del
movimientodesolutososméticamenteactivos, pero
sin que se altere la osmolaridad del medio
extracelular.Entre las enfermedadesque cambian
en elvolumencelularen el cerebroen estas condi-
ciones, estan el traumatismo craneoencefalico,la
diabetes, la insuficiencia hepatica aguda y otras
alteraciones hepéticas y a nivel local, causando
edemaen areas o elementos celulares especifico,
en las epilepsias, la isquemia, la intoxicacion por
etanol, en hemorragias o los tumores y en las
enfermedades desmielinizantes.??

La respuestaadaptativadel cerebroa los cam-
bios en el volumen celular en condiciones anisos-
moéticas se ha estudiado con detalle.*¢ El conoci-
miento derivado de estas investigaciones ha per-
mitidoun mejor manejo de los pacientessobretodo
ensituacionescronicasde hipernatremiay posible-
mente también en la diabetes. Cuando una célula
cerebral (neuronas o células gliales) se expone a
un medio hiposmético, se comporta inicialmente
como un osmoémetro perfecto e incrementa su
volumen debido la entrada de agua, pero casi
inmediatamenteentraen funcionesun mecanismo
activode regulacion, que mediantela expulsionde
osmolitos, permite a la célula recuperar su volu-
men.”® Los osmolitosque participanen este meca-
nismo regulador son los iones potasio y cloro y
moléculas organicas como los aminoacidos, los
polialcoholes, y algunas aminas. La movilizacién
de estos osmolitos tiene lugar a través de los
canales ionicos y de vias difusionalestodavia no
muy bien caracterizadas.Con base en la sensibili-
dad farmacol6gicade los flujos de osmolitos orga-
nicos, se ha sugerido que pueden ocurrir a través
de un poro que permite también el paso de aniones.®
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Los mecanismos de activacion de estas vias no
estan tampoco bien definidosaunque se investiga
activamente en este sentido.

Los mecanismos de correccion de la hiperna-
tremia en las células cerebralesse conocenmejor.
En este caso los osmolitos, sodio, cloro, y molécu-
las organicas, se acumulan por la accién de trans-
portadoresdependientesde energia, cuyonimero
se incrementacuandolas células estan expuestas
aun medio hiperosmético.>° La correcciénrapida
del encogimientocelular en la hipernatremiaagu-
da, se llevaa cabopor la movilizaciénde los iones
pero si la condicién se vuelve cronica, la célula
debe recuperar su equilibrio i6nico y son los
osmolitos organicos los que entonces tienen a su
cargo elmantenimientodelvolumencelular.? Como
consecuencia, la poza intracelular de osmolitos
cambia notablemente para mantener la osmolari-
dad de la célula acorde con la externa. En estas
condiciones, si la correcciénclinicade la situacion
de hipernatremiase hace en forma muy rapida, el
medio extracelularse vuelve hiposméticocon res-
pecto al intracelulary la consecuenciaes la apari-
cion de un cuadro de edema celular cerebral, con
los riesgos antes mencionados. Lo mismo parece
ocurriren la diabetes, con lacomplicaciénadicional
en este caso, de que la respuesta adaptativa del
cerebro a la concentraciénelevada de glucosa es
la induccién de una enzima, la aldosa reductasa,
que convierte la glucosa en sorbitol. La acumula-
cién del sorbitol vuelve hiperosmético el interior
celular y ademas inhibe el transporte del mio-
inositol. Si la correccién de glicemia se hace en
formamuy rapida, se presenta el edema cerebral,
pero ademas, la salida del mioinositol como un
osmolito, pone ala célulaen un déficitmarcadode
este componente, lo cualse ha sugerido que produce
dafio membranal que podria conducir a las neuro-
patias que ocurren relacionadas con la diabetes?

Mientras que los mecanismos de cambio y
regulacion del volumen en medios anisosmoéticos
estan muy estudiados, poco se conoce acerca de
los relacionados con el edema cerebral en condi-
ciones isosmoticas. En estos casos, el agua se
acumulaen la célulacomo resultadode la entrada
de solutos que son distintos en las diferentes
enfermedades. En las epilepsias, por ejemplo, el
edema celularse debe alaacumulaciénde potasio
como consecuencia de la hiperactividad de las
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neuronas,junto con el cloro como ion acompafan-
te." En la insuficiencia hepatica aguda y en otras
alteraciones hepaticas, el amonio parece ser el
osmolito responsable,’ mientras que en la isque-
mia, la baja en la actividad energéticade la célula
hace menos eficienteslos mecanismosactivos de
expulsiénde sodio, con lo que éste se acumula, y
es seguido por cloro y agua." En otras situaciones
como en las hemorragias, tumores y enfermeda-
des desmielinizantes, el edema podria ser la con-
secuencia de una permeabilidad excesiva de los
iones debida a la lipoperoxidaciénde las membra-
nas, conlaacumulaciénconsiguientedeagua para
restablecerel equilibrioosmético. Aunque en algu-
nos casos se conocen los mecanismosde entrada
de los solutos, no se sabe si en esas condiciones
se activanlos mecanismosde regulaciéndel volu-
men celularo si, alin cuando se activen,son sobre-
pasadospor el influjode osmolitos.Es éstaun area
de investigaciénque requiere la atencién urgente
de los especialistas, ya que cada vez mas se
adviertenlosriesgosque conllevael edema celular
en el cerebro. Recientementese publicdun trabajo
que prueba experimentalmentela importanciadel
decrementoenelespacioextracelulareria hipersin-
cronia de las descargas neuronales durante la
epilepsia.' Los autores sugieren que al reducirse
el espacioextracelular,se hace posible la transmi-
sién efapticaen un nimero grande de neuronas, lo
que permitelapropagaciondelestadohiperexcitable
caracteristico del padecimiento. Otra consecuen-
cia grave del edema celular cerebral puede ser la
liberacién de los aminoéacidos excitadores, que
tiene lugar cuando las células aumentan su volu-
men™y que, una vez en contacto con sus recepto-
res, producencuadrosagudosde excitotoxicidady
la consecuente muerte neuronal. Este efecto
excitotoxico resultante del edema, puede estar
asociadoa la isquemia,y a cualquiercuadroen el
que produzcaun incrementoen el volumen debido
a la lipoperoxidaciénde las membranas.

Taurina, edema y muerte neuronal. La taurina
es un aminoacidoazufrado que no forma parte de
las proteinasy, con excepcioén de la sintesis del
acido taurocélico en el higado, no participa en
ningunafunciénen el organismo.™ Sinembargo, la
taurinaesta presenteen todoslos tejidos animales
y en algunos, particularmenteen los tejidosexcita-
ble~alcanza concentraciones muy altas. Asi, la
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retina contiene niveles de taurina superiores a 40
mM y el corazén y el muisculo estriado tienen
cantidades del orden de 10-40 mM."® Estas carac-
teristicasde la taurina, que durante mucho tiempo
no tenian ningunalégica, se explican ampliamente
cuando se piensa en una funcién como osmolito.
De hecho, la taurina puede considerarse como
el osmolito ideal, ya que debido a su inercia meta-
bélica, puede moverse dentro y fuera de la célula
modificando el contenido de agua sin afectar el
metabolismo celular.'® Se ha sugerido que la tauri-
na podria estar actuando como osmolito no sélo a
nivel celularsino en el mantenimientodel volumen
de espaciosintracelulares, tales como los delreticulo
sarcoplasmicoen elmusculo, los canaliculos secre~
toresenlas glandulas y los espacios discales enlos
fotorreceptores. La alteracion de estos espacios
por un cambio incontrolado en su volumen podria
tener consecuencias funcionales muy graves.
Otroaspectointeresanteenrelacion alafuncion
como osmolito de este aminoacido es la vincula-
cion de esta funcion con otros efectos de la taurina
descritos a nivelmembranal. En numerosas condi-
ciones de dafio membranal se ha demostrado que
la taurina ejerce un efecto protector, evitando la
entrada excesiva de iones, en particular sodio,
cloroy calcio, através de las membranas dafiadas.
Este efecto se ha descrito en numerosos tejidos y
en una variedad de condiciones tales como en la
isquemia- reperfusion en el corazon, en cardiopa-
tias asociadas con la diabetes, en los 6rganos
mantenidos en frio para los transplantes y en el
dafio causado por la iluminacién excesiva en los
fotorreceptores.’ En todas estas condiciones, la
presencia de taurina en el medio extracelular tiene
un efecto protector muy definido. La critica que se
hacia a estas investigaciones es que la concentra-
cion de taurina requerida para ejercer sus efectos
protectores es del orden de 10-25 mM, mientras
que sus niveles en el plasma o en el espacio
extracelular son cien veces menores. Sin embar-
go, en todas las situaciones en las que la taurina
ejerce un efecto protector, se presenta edema
celular, precisamentedebidoalasobrecargaionica
a través de las membranas dafiadas. En esas
condiciones, la poza intracelular de taurina, que es
muy alta, se moviliza hacia el espacio extracelular,
en el que puede alcanzar concentraciones muy
altas, que excedenampliamentelas que serequie-
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ren para que el amino&cido ejerza sus acciones
protectoras. Lafunciéndela taurinacomoosmolito,
adquiere entonces unaimportancia mayory justifi-
ca el interés por investigar las posibilidades de
utilizar este aminoacido en acciones preventivas
de muerte celular.
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lll. Isquemiay excitotoxicidad

Lourdes Massieu*

Laisquemiacerebralvinculadaconlos acciden-
tes cerebrovascularestiene un granimpacto debi-
do a la severidad de sus secuelas. Los trastornos
vasculares cerebrales se ubican entre las tres
primeras causas de muerte en Norteaméricay en
Europa Occidental, y son la causa principal de
incapacitacion permanente en los adultos, princi-
palmente por el traumatismo cerebral y la hipoxia
perinatal. Independientementede la causa, la re-
duccion del flujo sanguineo cerebral tiene como
consecuencia el dafio neuronal irreversible en el
foco isquémico, es decir, en la zona en donde se
interrumpe por completo el flujo sanguineo. Sin
embargo, en la zona que rodea al foco isquémico,
denominadazonade penumbrao zonaperifocal, el
dafio neuronal se desarrolla lentamente y puede
prevenirse con ciertos tratamientos.

Un avance muy importante en el campo de la
neurodegeneracion fue el descubrimiento de las
similitudesentre la muerte neuronalisquémicay la
neurodegeneracionproducidapor la exposiciéonde
las neuronas al glutamato.™® El glutamato es un
aminoacidoque en el sistemanervioso ademasde
participaren el metabolismocelularfuncionacomo
neurotransmisor excitador. Este neurotransmisor
excita a las neuronas activando tres tipos diferen-
tes de receptores. Los denominados receptores
tipo NMDA (N-metil-D-aspartato), lostipono-NMDA
(que incluye a los receptores AMPA {o-amino-3-

hidroxi-5-metil-isoxasol-4-propionatoy kainato, y
los receptores metabotropicos.Los receptoresre-
ciben sunombre de acuerdoa la moléculaque los
activa mas potentemente, pero todos ellos son
activados por el glutamato que es el ligando natu-
ral. Los dos primerossubtipos de receptores estan
acoplados a canales i6nicos permeables a sodio,
potasioy calcio, siendoelreceptoral NMDA el mas
permeable a calcio, mientras que los receptores
metabotrépicosestan acoplados ya sea a protei-
nas G o a la adenilato ciclasa. Desde el punto de
vista clinico, el descubrimientode la similitudentre
laneurodegeneraciénisquémicay la producida por
glutamatotuvo mucharelevancia, ya que dio lugar
a que muchos grupos de investigacion estudiaran
los posibles efectos neuroprotectoresde bloquea-
doresde los receptoresglutamatérgicos,contra el
dafoisquémico.?® Casial mismotiempose descu-
brié que durante un episodioisquémicolos niveles
extracelularesde glutamatoy aspartatose elevan
deunamaneraimportanteen lasregionescerebra-
les endonde se presentaraposteriormentelaneuro-
degeneracion.”

Algunos afios més tarde se encontré que la
interrupcion de la inervacion glutamatérgica a la
region isquémica, evita el dafio neuronal.? Desde
entonces numerosos estudios se han enfocado a
investigarel papel del glutamatoen el dafio neuro-
nal isquémico, los mecanismos a través de los
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cuales produce neurodegeneracion,y como es
que este aminoacido se acumula en el espacio
extracelular durante la isquemia.

El estudio de los mecanismos por medio de los
cualesel glutamatoproduce muerte neuronal tam-
bién contribuyeal entendimientodel deterioroneu-
ronal asociadoa la epilepsiay a algunas enferme-
dadesneurodegenerativas,principalmentela Corea
de Huntington.La neurodegeneraciénque se rela-
ciona con estos trastornos presenta también simi-
litudes con la producida por glutamato.®'2

Los efectos neurotéxicos del glutamato se co-
nocen desde hace 40 afios. En 1957 Lucas y
Newhouse* observaron que la inyeccién inira-
peritonealde glutamatoen ratasinmadurasprodu-
ciadegeneraciondelas célulasde laretina. Poste-
riormente numerososestudiosin vivo e in vitrohan
mostrado que la exposicién de las células nervio-
sas a glutamatoy a agonistas de sus receptores
producen degeneracion de las células nervio-
sa~.~~'Dadalaeorrelaciénentre la capacidad
del glutamatoy sus anélogos para despolarizar,y
su potencialidadneurotéxica, Olney en 1978 deno-
min6 como excitotéxicaa la degeneraciénproduci-
da por la estimulacion de los receptores glutama-
térgicos'® Este término sugiere que la muerte neu-
ronal se debe al agotamiento de las reservas
energéticasdebidoasu excitaciénprolongada.Sin
embargo, en 1987 los trabajosde Choidemuestran
quela entradade calcioa las neuronases un factor
determinante para la muerte excitotéxicay propo-
ne la hipétesis del calcio. De acuerdo a ésta, la
entrada de este cation da lugar a la activaciénde
una serie de enzimas y vias metabdlicas (como la
activacionde proteasas, endonucleasas, fosfolipasas
y xantin oxidasa) que dan lugar, entre otras cosas,
aladesintegracionde proteinasy fosfolipidosde la
membranay a la generacion de radicales libres,
contribuyendoasi al deterioroy muerte neuronal.*
Recientementese ha retomado la hipétesis excito-
toxicainicialmentepropuestapor Olney y se sugie-
re que si bien la entrada de calcio es una sefial
importante, y muy probablementela que inicie la
muerte excitotdxica, la deficienciamitocondrial es
el factor determinantedel dafio neuronal irreversi-
ble.”® Este es untemaque en la actualidadesta en
gran discusion.

Normalmente la concentracién extracelular de
glutamato es mucho baja (del orden de 1pM) que
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su concentracionen el tejido (10 mM), lo que indica
que es avidamente removido del medio extracelu-
lar después de ejercer su accién como neurotrans-
misor. La remocién del glutamato del espacio ex-
tracelularse llevaa cabo atravésde acarreadores
de alta afinidad dependientes de Na+ situados
tanto en las neuronascomo enlas célulasgliales.?

Laregulaciénprecisade la concentraciénextra-
celularde glutamatoes muy importantepuesto que
como se menciondarribala activaciéonprolongada
de sus receptoresprovocala muerte de las neuro-
nas. Sin embargo, la administracién in vivo de
glutamatoproduce neurodegeneracioénsoéloa con-
centracionesmuy altas (del orden molar). Esto se
ha atribuido a que la rapida eliminacion del gluta-
mato por sus transportadores mantiene una con-
centracion extracelular baja de este aminoacido
después de su administracion.

Aungue no se conoce el mecanismoresponsa-
ble de la elevacion de los niveles de glutamato
durantelaisquemiacerebral, se ha propuestoque
se debe a una deficienciaen el funcionamientode
sus transportadores. Los acarreadores de alta
afinidad de glutamato utilizan la energia derivada
del gradientede sodio de la membrana plasmatica
de las neuronas, para incorporarglutamatoal inte-
rior celular.?® Si el gradiente iénico se colapsa, el
transportador deja de funcionar y por lo tanto el
glutamatose acumulaen el medio extracelular.En
condicionesdehipoxialisquemiay de hipoglucemia
los niveles de ATP se reduceny se sugiere que el
transporte de glutamato funcione de manera defi-
ciente o inclusode manera inversa.?' La elevacion
de la concentraciénextracelularde Na+ y la dismi-
nuciénde lade K+durante laisquemiaapoyanesta
posibilidad.?%

Hemos estudiado en ratas intactas si la inhibi-
cién prolongadade los acarreadoresde glutamato
puede producir una elevacion importante de este
aminodacidoen el espacio extracelular,y si ésta es
suficiente para dafar a las neuronas. Nuestros
resultadosindicanque la administracionde 25 mM
del 2,4- transpirrolidindicarboxilato (PDC), que es
un potente y selectivo inhibidor de los transporta-
dores a glutamato, a través de una canula de
microdialisis,produce unaimportanteelevaciénde
la concentracion extracelular de este amino&cido
(de aproximadamentel5 veces con respectoa su
concentracién basal) en el estriado y en el
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hipocampo de la rata?+?® (Cuadro[). Sin embargo
no se produce degeneraciénalguna mas alla de la
generadaporlaacciénmecanicade lainsercionde
la membranade microdidlisisen el tejido®** (Cua-
dro ). Este resultado nos ha llevado a sugerir que
in vivo y en condicionesnormales las células ner-
viosas son capaces de tolerar concentraciones
altas de glutamato extracelular.
Algunosestudiossugierenque las ratasenveje-
cidas son més susceptibles al dafio neuronal pro-
ducido por algunas toxinas que inhibenel metabo-
lismo energético,como son la 3-acetil piridina, que
inhibe la glicdlisis, y el &cido 3-nitropropiénico (3-
NP) que inhibe tanto el ciclo de Krebs como el
transporte de electrones.®* Ademas, es intere-
sante mencionarque ambos tipos de lesiones dan
lugar de manera secundariaa un tipo de degene-
racion excitotdxica.?*?° Basandonos en estos re-
sultados decidimos estudiar si en los animales
viejoslas célulasnerviosaspodrianser mas vulne-
rables a la elevacion de los niveles de glutamato
extracelular por la inhibicién prolongada de sus
transportadores. Administramos entonces el
transpirrolidin dicarboxilato en ratas envejecidas
de 22 a 24 meses de edad y encontramos que a
pesar de que los niveles de glutamato extracelular

se elevan de manera muy importante, e incluso
alcanzan concentracionessuperiores a las logra-
das en los animales jévenes con el mismo trata-
miento, no se presenta dafio neuronal ni en el
estriado ni en el hipocampo® (Cuadro I). Estos
estudios nos llevan a concluir que al igual que los
jévenes,los animalesviejos sonaltamentetoleran-
tes a la concentraciénelevadade glutamato.

Los resultados descritos anteriormente sugie-
ren que in vivocuandolas neuronas se encuentran
intactas no son susceptiblesa los efectos téxicos
del glutamato, y que posiblementeson necesarios
factores adicionales para producir la muerte. Uno
de estos factores podria ser el agotamientode las
reservas energéticas resultante de la disminucién
del aporte sanguineo cerebral, caracteristico de
una condiciénisquémica. En estas condicioneslas
células podrian hacerse mas vulnerables a la inhi-
bicién de sus transportadores,y a la consecuente
elevacionde los nivelesde glutamatoextracelular.

De acuerdoalo anteriordecidimosestudiarsi el
aumento de la concentraciénenddgena de gluta-
mato extracelular por inhibicion de su sistema de
recaptura, acoplado al “estrés” metabdlico de las
células, da lugar a la degeneraciénde las neuro-
nas. Con este fin se mont6 un modelo crénico de

Area lesionada

Cuadro . Area lesionada y concentracién de glutamato en animales jévenes y viejos tratados con
pirrolidindicarboxilato (PDC), o Ringer Krebs en el estriado y el hipocampo de la rata

Niveles de giutamato

(mm?) Extracelular (uM)

Estriado Basal Pico maximo
Inyeccién por microdialisis
Jovenes PDC (100 mM) 0.56 0.032 (313) 0.64 £0.13 16.6 + 1.9(9)
Viejas PDC (100 mM) Q 56 + 0.056 (414) 1.99 +0.33 31.2+30 (7)
Ringer 0.40 + 0.047(3/3) ND ND

Hipocampo/C

Inyeccién por microdialisis
Jévenes PDC (25 mM) 0.030 % 0.003 (414) 1.10+0.13 17.1+1.9 (5)
Viejas PDC (25 mM ) 0.025-10.009 (515) 1.62+0.23 26.4+ 1.9 (6)
Ringer 0.015 £ 0.004 (313) ND ND

Parala mediciondel arealos datosrepresentanla media + el error estédndar por corte de tejido de un totalde 72-
15 cortes analizados. EInimeroentre paréntesisrepresentael nimero de animales que mostraron dafio, relativo
altotalde animalesanalizadoshistoléoicamante La concentracionde olutamato se midi6 nor HPLC en fracciones
colectadasa través de una membrana de microdidlisis insertada ya sea en el hipocampo o en el estriado de la
rata. Elnimero entre paréntesisindica el nimero total de ratas tratadas.

Los resultados son adaptados de las referencias 24 y 25. ND = no determinado
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dafio cerebral derivado de la inhibicién de la activi-
dad mitocondrial. Este modelo consiste en admi-
nistrar intraperitonealmente en forma crénica el
acido 3-nitropropidnico (3-NP), uninhibidorirrever-
sible de la succinato deshidrogenasa, y por tanto
delciclodeKrebsy delcomplejoll deltransportede
electrones mitocondrial. Este modelo se ha descri-
to detalladamente®®*® y dada la similitud del dafio
neuronal producido por el 3-nitropropiénico con la
neurodegeneracion asociada con a la Corea de
Huntington, se ha propuesto como un modelo de
esta enfermedad.®® El paradigma experimental
consiste en administrar intraperitonealmente en
forma crénica el 3-NP, lo cual produce lesiones
cerebrales selectivas en aproximadamente 30%
de las ratas. Después de cuatro administraciones
(una cada dia) se observé degeneracién en el
estriado, el hipocampo y el tdlamo. Es posible
identificara los animalesdafiados, puespierdensu
motricidad quedando postrados al tercer o cuarto
dia de tratamiento. Losanimales que no presentan
esta incapacidad locomotora despuésde 1 h de la
Ultima administracién de 3-NP, se inyectan con
PDC (500 nmol/,ul) ya sea en el estriado o en el
hipocampo de la rata, 1 h después de la cuarta
administracion de 3-NP. Los resultados indican
quecuando seinhibeelciclode Krebsyeltranspor-
te de electrones con el 3-NP, la inhibiciéon del
transporte de glutamato con PDC si produce
neurodegeneracion mientras que, como se men-
ciond arriba, la administracionde PDC en las ratas
intactas notieneefectostéxicos(Sanchez-Carbente
y Massieu, en preparacion). Estos resultados apo-
yan la hipétesis de que las células se hacen vulne-
rables a la elevacion de los niveles de glutamato
enddgeno si presentan un déficit energético. A su
vez, este modelo podria mimetizar una condicién
isquémica ya que produce un incremento de la
concentracion de glutarnatoy una disminucion de
los niveles de ATP.

Conclusiones

La degeneracion vinculada con la isquemia ce-
rebral tiene lugar probablemente gracias a un me-
canismo excitotéxico. Este mecanismo se genera
debidoalaacumulacién deglutamatoenel espacio
extracelular, y a la consecuente activacion prolon-
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gada de los receptores glutamatérgicos. La acu-
mulacién de glutamato se debe posiblemente a la
inhibicion o al cambio de direcciénde los transpor-
tadores de glutamato que normalmente se encar-
gan de removerlo del medio, ya que su actividad
depende de la generacion de ATP. Nuestrosresul-
tados experimentales indican que la inhibicién del
transporte de glutamato /in vivo en las ratas intac-
tas, no da lugar a la muerte neurona! a pesar de
producir elevaciones muy importantes de la con-
centracion extracelular de glutamato. Sin embar-
go, cuando el metabolismo energético se desaco-
pla inhibiendo en forma crénica el ciclo de krebs y
la fosforilacion oxidativa, las células nerviosas se
tornan vulnerables a la inhibicién de los acarrea-
dores de glutamato.
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IV. Algunos mecanismos bioquimicos implicados en la
muerte neuronal en la enfermedad de Alzheimer

Clorinda Arias,* Ricardo Tapia*

Parala neurocienciabasicay clinica,uno de los
temas de mayor interéses el estudio de la pérdida
neuronal selectiva que ocurre en algunos padeci-
mientos neurodegenerativoscrénicos como en la
enfermedadde Alzheimer (EA). Esta enfermedad
esla formaméas comin de demenciaen individuos
mayores de 60 afios, y ciertamente es uno de los
padecimientosdel SNC méas devastadores.Con el
avance de la medicinamoderna la expectativade
vida de los seres humanos haidoenaumento, y por
esarazoén el problema de la EA se hace cada vez
masimportante, ya que el principalfactor deriesgo,
reconocidohasta el momento, es el envejecimiento.’

Desde el puntodevista histopatoldgico,enla EA
existe una marcada pérdidaneuronalque frecuen-
temente es precedida porla aparicionde depdésitos
intracelularesque constituyenlas llamadas mara-
fias neurofibrilares. Estas lesiones consisten
biogquimicamenteen agregadosde proteinainsolu-
ble provenientes de elementos del citoesqueleto
quesedenominanfilamentosapareadoshelicoidales.
Otras lesiones encontradas en los cerebros de
sujetos demenciadosson las llamadas placas se-
niles, que consistenengruposdeneuritas distréficas
y procesos celulares gliales que rodean un nicleo
de proteinap-amiloide (BAP), de localizaci6nextra-
celular. Ambostiposde lesionesse localizan predo-
minantemente en areas de la neocorteza, el hipo-
campoy la amigdala. Aunque estas lesiones han
sido estudiadaspordécadas, se sabe muy pocode
los mecanismos bioquimicos que las producen.

Fosforilacién de proteinas del citoesqueleto
Los estudios sobre la composicién bioquimica

de los filamentos apareadoshelicoidales sugieren
que la proteina relacionada con microttbulos, lla-

mada tau, forma parte importante de su estructu-
ra.? Asimismo, se han podido secuenciarfragmen-
tos de otras proteinasrelacionadacon microttbulos,
como la MAP2 y otras no relacionadas con el
citoesqueleto, como es el caso de la proteasa
ubiquitina,la cual formaparte de un mecanismo de
degradacionde proteinas dafiadas.?

El equilibrio en la incorporacion de fosfatos a
proteinasdependedel equilibrioentre las activida-
des de proteina cinasasy de proteinafosfatasas.
Cualquier factor que incida sobre las actividades
de estasenzimasdara como resultadoun desequi-
librio de las reacciones de fosforilacién/desfos-
forilacién. Sin embargo, poco se sabe acerca de
como la tasa de fosforilaciéon y/o desfosforilacion
de proteinas en el SNC puede relacionarse con
funciones neuronalesnormalesoalteradas,ycémo
cambios en el grado de fosforilacién pueden ser
causade muerteneuronal.Este tépico esrelevante
para entender algunos aspectos de la neurodege-
neraciénqueocurreenla EA, ya quelafosforilacion
alterada de proteinas, especialmentede la tau, se
ha propuestocomo uno de los mecanismosproba-
blementeinvolucradosen la formacién de las ma-
rafias neurofibrilares.

Noseconocecon exactitud qué proteinacinasas
ofosfatasas puedenestar alteradasen cuantoa su
actividadcataliticaen las neuronasafectadasen la
EA.Porunlado, la proteinatau puedeserfosforilada
in vitro por diferentes cinasasy, por otro, la activi-
dad de la proteina fosfatasa de serinaltreonina2A
(PP2A) se encuentradisminuidaen preparaciones
cerebralesy en el liquido cefalorraquideode pa-
cientes con EA, lo cual puede dar como resultado
unadisminuciénenlosprocesosdedesfosforilacion.

Nosotros hemos demostrado, utilizando el aci-
do okadaico (OKA), una droga especificay selec-
tiva para inhibirla actividad de PP1/2A, en cultivos
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de neuronas corticales, que las proteinas relacio-
nadas con microtubulos, tau y MAP2, se fosforilan
previamente a la muerte neuronal.* Mas aun, el
OKA indujo la aparicién de un epitope fosforilado
en la proteina tau que s6lo ocurre en la tau de
pacientes con EA.* En virtud de que el grado de
fosforilacionde MAPZ y tau determina su afinidad
por los microtibulos y ésta a su vez afecta la
estabilidad de las estructuras del citoesqueleto, al
aumentar la incorporacién de fosfatos a estas
proteinasse producendesarreglos enla organiza-
ciénintracelularque puedenresultar en la destruc-
cion neuronal.

Experimentos recientes de nuestro laboratorio
demuestran que la microinyeccién de OKA en el
hipocampo de la ratain vivo induce neurodegene-
racion preferente de las neuronas piramidales de la
region CA1 delhipocampo. Ademas, la administra-
cién de OKA induce la expresion temprana y de
larga duracién de la llamada proteina de choque
térmico 70 (HSP70). La induccién de esta proteina
en un modelo de neurodegeneracién como el que
hemos desarrollado, puede indicar la participacion
de factores que inducen estrés metabdlico.

Las evidencias anteriores sefialan que es posi-
ble desarrollar modelos de muerte neuronal in vivo
alterando la tasa de fosforilaciénldesfosforilacion
de proteinas: Es posible que el aumento en la
fosforilaciénque se ha encontradoen proteinasdel
citoesqueleto represente un proceso general de
aiteracion metabolica involucrado en los mecanis-
mos de la neurodegeneracion.

Excitotoxicidad

Numerososestudiossugierenque laneurotrans-
mision quimica que normalmente participa en la
emisién o recepcién de sefiales en el sistema
nervioso central puede alterarse y ser parcial o
totalmente responsable de ciertos tipos de muerte
neuronal, entre ellasla que ocurre enlas enferme-
dades neurodegenerativas crénicas.® Entre las hi-
pétesis de esta naturaleza que ce han relacionado
conla EA, es dignade mencionarla que considera
el papel de la neurotransmision glutamatérgica
como factor asociado a la muerte neuronal. En
efecto, se ha descrito pérdida de terminales gluta-
matérgicas en la neocorteza y en el hipocampo,”
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niveles reducidos de glutamato en algunas areas
corticales y subcorticales” y deficiencias en los
transportadores de este aminoacido en la corteza
frontal.® Por otro lado, en cultivo de neuronas
hipocdmpicas el glutamato induce la aparicién de
marcadores antigénicos propios de las células
afectadasenla EA, comosonlasformasfosforiladas
de proteina tau y de ubiquitina.®

Estos datos sugieren la posibilidadde que exis-
ta una relacion entre las alteraciones en la neuro-
transmisién excitadora y la formacion de marafias
neurofibrilares. Con este enfoque, decidimos ex-
plorar el efecto de neurotransmisores excitadores
sobrela estabilidad del citoesqueletoy de la protei-
na MAP2, para lo cual desarrollamos un modelo
experimental consistente en la inyeccién de un
inhibidor de la recaptura de glutamato en el hipo-
campo de la rata in vivo, para incrementar sus
niveles enddgenos extracelulares e inducir asi
sobrexcitaciénneuronal. Encontramos que el anta-
gonista de la recaptura de glutamato, el dihidro-
kainato, induio cambios tempranos en la proteina
MAP2, consistentes en su redistribucion intracelu-
lar: de las dendritas, en donde la MAPZ se encuen-
tra localizada normalmente, hacia el soma; esta
redistribucionfueseguidaporladestrucciénneuro-
nal. Estos resultados apoyan la nocion de que las
proteinas del citoesqueleto son un blanco tempra-
noy muy sensible en el proceso de muerte neuro-
nal por excitotoxicidad. "

Proteina f-amiloide

Comoya ha sido mencionado, otrade las lesio-
nescomunesde laEA es la presencia de depésitos
insolubles extracelulares de proteina B-amiloide
(BAP). Existen muchos trabajos enfocados a bus-
car la posible vinculacion entre la presencia de
depdsitos de BAP y la neurodegeneracién.La BAP
posee efectos neurotdxicosy neurotréficos cuando
se administra in vitro en cultivos de neuronas
corticales.'" Los depositosinsolubles de BAP indu-
cen estrés oxidativo'? y pueden alterar la homeos-
tasis de Ca*®

En un trabajo reciente hemos demostrado que
elpéptidode la AP 25-35, con actividad bioldgica,
potencialaliberaciénde glutamatodependientede
despolarizaciénen el hipocampo de ratas jévenes
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y viejas.'* Mas aln, encontramos que en las ratas
viejas existe una liberacién basal de glutamato
significativamente mayor que en las ratas jovenes.
Estos resultados son particularmente interesan-
tes, puesapoyanla hipétesis de la participacionde
alteraciones en los mecanismos relacionadoscon
la neurotransmision excitadora durante el enveje-
cimiento y en presencia de la BAP. Los dep6sitos
de BAP acumulados en las placas seniles pueden
potenciarcrénicamentelaliberaciénde neurotrans-
misores excitadores que ocurre de maneranormal
duranteelfuncionamientodelassinapsisexcitadoras,
el cual puede encontrarse de por siincrementado
en el cerebro envejecido, y colaborar asi en la
neurodegeneracion.™

Marcadores genéticos de la E4

Aunque el origen genético de la EA se ha
descrito en menos del 20% del total de pacientes,
es muy interesante el encontrar familias en las
cuales se han podido realizar analisis de ligacion
genética y encontrar mutaciones en genes locali-
zados en diferentes cromosomas. En el cromoso-
ma 21, que contiene el gen relacionado con la
proteina precursora del B-amiloide, se han docu-
mentado 6 mutaciones. También se han encontra-
do mutaciones en el cromosoma 14, cuya altera-
cion parece serresponsabledel 70-80%del Aizhei-
mer familiary del 5-10% de todos los casos de EA
y cuyo producto proteico es la llamada proteina
S$182, recientemente denominada presenilina 1,
y en el cromosomal, cuyo producto es la proteina
STM2 o presenilina 2.

Por dltimo, se ha descrito en el Alzheimer de
iniciotardiounarelaciéonconlas alteraciones gené-
ticas en el cromosomal9, donde selocaliza ungen
de la apolipoproteina E4."

Conclusiones

Se estan realizando importantes progresos en
los estudios sobre los mecanismos moleculares
gue desencadenan la muerte neuronal en la EA.
Sin embargo, aln no existe un modelo adecuado
gue represente la relacion bioguimica entre los
mecanismos que inducen la muerte neuronaly las
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manifestacionesconductualesdeeste padecimien-
to. Quedanpordesarrollarotrosenfoquesdemuerte
neuronal probablemente relacionados con las par-
ticularidades funcionales del cerebro humanoy su
longevidad, sindescartar por supuestoun probable
origen multicausal en este tipo de demencia.
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V. Enfermedades neurodegenerativas:
¢Mecanismos comunes de muerte celular?

Ricardo Tapia*

Losdatospresentadosenlas ponenciasde este
simposio, conjuntamentecon multiples evidencias
experimentalesque se han acumuladoen los ulti-
mos afios, permiten postular que existen algunos
procesos celulares que pueden explicar, si no las
causas, silos mecanismosde la muerte neuronal
durante los padecimientos neurodegenerativos
agudos y crénicos. Estos mecanismos parecen
ocurrir de manera similar independientementede
la entidad patolégicade que se trate, e involucran
varios factores que estan estrechamente relacio-
nados entre si, de modo que se establecencasca-
das, en que un procesolleva a otro o lo potencia,y
el segundo a su vez modifica a un tercero o al
primero, y asi sucesivamente.

Como se muestra en la figura 1, el dafio mito-
condrialgeneraun exceso de radicaleslibres, que
son especiesmoleculares reactivasque contienen
un atomode oxigeno con un electrén no comparti-
do, como el superdxidooelradicalhidroxilo (Figura
2), lo que las hace altamente oxidantes y por lo
tanto muy téxicas. Este poder oxidativo se mani-
fiesta, entre otras formas, en una peroxidacion de
los lipidos de las membranas celulares, lo cual
causa su desorganizacién y rompimiento, agra-
vando asi las deficiencias en la funcién mitocon-
drial. En estas condicioneslas mitocondriasya no

‘Académico ftitular

pueden producir ATP, la concentracion de éste
disminuyey por lo tanto decrecela actividad de la
bomba de sodio membranal, que es una ATPasa
(Na-ATPasa). El resultado es que disminuye la
extrusion de Na+, se alteran los gradientes de
concentracionde este cation y consecuentemente
lamembrananeuronal sedespolariza, generandose
asi un aumento en la excitacion celular. Esta
despolarizacion facilita la apertura tanto de los
canalesde Ca2+ sensibles a voltajecomodel canal
de Ca2+ del receptor al glutamato tipo NMDA (N-
metil-D-aspartato) (Figura 3), por lo que se incre-
mentala concentracion citoplasmicade este cation.
Si bien el Ca2+ libre intracelular juega un papel
esencial en la fisiologia celular, cuando aumenta
arriba de cierto nivel (hormalmente su concentra-
ciénesde 0.1 micromolar,o sea 10,000 veces menos
que en el liquido extracelular) se activan enzimas
liticas que dafian tanto el nicleo como estructuras
membranales, potenciandose asi la destruccion
provocada por los radicales libres. Entre las enzi-
mas que el Ca2+ activa esté la sintasa del 6xico
nitrico (NOS), y un exceso en la producciénde NO
también genera radicales libres, de modo que se
establecencirculos de potenciaciénentre los dife-
rentes factores intracelulares,cuyo resultado final
es la muerte celular por necrosis (Figuras 1 y 3).

Correspondencia y solicitud de sobretires: Dr. Ricardo Tapia, Departamento de Neurociencias, Instituto de Fisiologia Celular, Universidad

Nacional Auténoma de México, D.F. 70-253, 04510, México, D.F.
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Figura 1. Relacionesentre el datio mitocondrial,los radicaleslibres, la excitotoxicidady la necrosis neuronal. Los radicaleslibres
(Figura 2) se forman en exceso cuando las mitocondrias se datian; por modificaciones en el metabolismo de la dopamina
(enfermedad de Parkinson); por disminucién de las defensas antioxidantes, debido a alteraciones en enzimas como la
superéxidodismutasa(ALS familiar); o porincrementoen la sintesis de 6xido nitrico (NO) debido a la activaciénde laNO sintasa
(NOS). Los radicales libres oxidan a los componentes lipidicos de las membranas piasmaticay mitocondrial, lo cual ocasiona
lisis. La deficienciaen el funcionamientoenergéticoresultaen una disminuciénen la sintesisde ATPy enla actividadde labomba
de sodio. La resultante alteracion en el gradiente de concentracion de sodio causa despolarizacién V por lo tanto se facilita la
excitotoxicidad por aumento de la neurotransmisién excitadora (Figura 3). Esta genera un incremento en la concentracion
intracelular de calcio idénico, que resulta en la activacién de varias enzimas liticas y de la NOS, potenciandose la destruccion
celular

J, ATP

Ademas, existe el factor de muerte apoptoética,
mencionado en la Introduccién de este simposio.
En efecto, ademas de sus efectos directos sobre la
estructura membranal y la actividad enzimatica,
tanto el Ca2+ como los radicales libres juegan un
papelimportante en el disparo de los mecanismos
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de la apoptosis, por lo que el incremento en estos
dos factoresla facilita. Estoquieredecir que la necro-
sis y la apoptosis no son formas de muerte celular
excluyentes, sino que pueden coincidir en determina-
dos momentos y condiciones de la vida celular o,
mejordicho,delprocesodegenerativodelasneuronas.
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1) Q +e-

— +0,- (radical superéxido)
2) *0,- + e- +2H+ — H,0, (superdxido dismutasa)
3) dopamina+ 0, — 3,4-dihidroxifenilacetaldehido + NH, + H,0,

4) H,0, + e- — +OH (radical hidroxilo) + OH-

5)  H,0,+2H — 2H,0 (catalasa)

6) H,0,+2G8H — GSSG + 2H,0 (glutation reductasa)

Figura 2. Principalesreacciones de sintesis de radicales libres y de su eliminacion. El
radical superoxido se forma por adicion de un electrén al oxigeno molecular! y es
destruido por la accion de la superéxido dismutasa en una reaccién®que genera H,0,
(agua oxigenada). El agua oxigenada también se puede formar por oxidacion de la
dopamina.en las neuronas que utilizan este neurotransmisor,?y es a su vez reducida
para formar otro radical libre muy téxico, el hidroxilo.* Por esta razén las dos enzimas
capacesde reducirel H,0,aH,0, la catalasa®y la glutatiénreductasa,® son importantes
en la eliminacién de radicales libres. Sin embargo, estas enzimas no son muy
abundantesen el sistemanerviosocentral, porlo que éste es particularmentesensible
a un aumento en la produccion de radicales libres.

Las enfermedades neurodegenerativas en el
marco de los mecanismos de destruccién
celular

Aunque obviamente no de una maneraglobal ni
excluyente de otras alternativas, en muchos as-
pectos es ciertamente posible encuadrar los pade-
cimientos neurodegenerativos en la visién meca-
nistica de las figuras 1-3, como se discutird a
continuacion. En esta breve revision se pondra
mas énfasis en algunos padecimientos, como la
enfermedad de Parkinson y la esclerosis lateral
amiotréfica, que en la isquemia o la demencia de
Alzheimer, dado que éstas han sido ya tratadas
especificamente en otras ponencias del simposio.

Parkinson. Como se muestra en la figura 2, la
oxidacion de la dopamina puede generar, median-
te la formacion previa de H,0,, el radical libre
hidroxilo, que como se ha sefialado es muy téxico.
Ladopaminaes el neurotransmisor fisioldgico de la
via nigroestriatal, y son las neuronas dopaminér-
gicas de esta via, cuyo soma se encuentra en la
sustancianigra compactadel mesencéfalo, las que
se destruyen en la enfermedad de Parkinson. Es
claro entonces que una posible explicacion de la
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muerte de estas neuronas seria un exceso en la
produccién de radicales libres, lo que a su vez
causaria dafio mitocondrial y desencadenaria al
secuencia que se na descrito arriba. Esto implica-
ria a la deficiencia en la funcién mitocondrial como
el mecanismo primario en el proceso de la
neurodegeneraciéndopaminérgica. Esta hipétesis
se sustentatambién, de manera importante, en el
hecho de que el MPTP {1-metil,4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina), un compuesto téxico que en
humanos y en otros primates produce sintomasy
signos neuropatolégicos practicamente indistin-
guible~de la enfermedad de Parkinson, actia
inhibiendo la funcién mitocondrial después de ser
capturado por las neuronas dopaminérgicas (el
compuesto inhibidor es en realidad el catién 1-
metil, 4-fenil-piridinio, underivadooxidadodel MPTP
que se forma intracelularmente por la accion de
una rnonoaminooxidasa,). Aunque existen datos
que indican que la toxicidad del MPTP no es tan
selectiva para las neuronas dopaminérgicas como
al principio de penso,' es claro que la hipétesis de
alteraciones oxidativas en la neurodegeneracion
caracteristica de la enfermedad de Parkinson es
sostenible.
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Esclerosis lateral amiotréfica(ALS). En el caso
dela ALS, la selectividadde la neurodegeneracion
es quizamas sorprendente,pues son las neuronas
motoras de la médula espinal y de la parte baja del
tallo cerebral las que primordialmentese afectan,
lo que da lugara una pardlisisprogresiva.De entre
los mecanismosque se han propuesto para expli-
car, si no la selectividadsi la neurodegeneracion,
destacan la participaciénde un exceso de radica-
les libres, debidos probablemente a una alteracién
funcional de la superéxido dismutasa (Figura 2),
que dalugaraun mayor dafio oxidativo.La eviden-
ciamas importanteen que se apoya esta hipétesis
es el descubrimiento de un defecto genético en
casosde ALS familiar, que resultaen alteraciones
en la estructurade la superéxido disrnutasa, con la
consecuente modificacion de su actividad enzi-
matica.? Es necesario recordar, sin embargo, que
la ALS familiar constituye apenas aproximadamen-
te 10% de los casos, y 90% restante es de tipo
esporadico. Aunque esto no quiere decir que los
radicales libres no estén involucrados en la ALS
esporadica,no hay evidenciasdirectasde que esto
ocurra.

Otro mecanismo que se ha postulado para
explicar la neurodegeneraciénen la ALS es la
excitotoxicidadpor exceso de glutamatoextracelu-
lar, el cual sedeberia aunfuncionamiento deficien-
te del transportadorde glutamato, proteina mem-
branal responsable de recapturar al aminoacido
que se libera normalmentedurante la transmision
excitadora en estas sinapsis. En efecto, se ha
encontradounadisminuciénen lafuncién deltrans-
portador de glutamato (Figura 3) en la médula
espinal de algunos pacientescon ALS,® y ademas
se ha reproducidoparcialmentelos sintomasde la
enfermedad en ratas en que se ha impedido la
sintesis del transportador localizado en la glia
mediantelainhibiciénde la traducciéndel mensaje
genético correspondiente (el RNA mensajero).
Otras hipétesis consideran que puede haber un
problema de autoinmunidad, generandose anti-
cuerpos contra los canales de Ca?* sensibles al
voltaje, de modo que los canales se harian mas
permeablesal catiény por lo tanto aumentariasu
concentracion citoplasmica, con las consecuen-
cias fatales descritas arriba.
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Modelos experimentales de
neurodegeneracion

En la figura3 se resumen de manera esquema-
tica los mecanismoscelulares de muerte neuronal
que parecen estar involucrados en la neurode-
generacién por necrosis (y quiza también por
apoptosis), endiversospadecimientosneurodege-
nerativos. Estos mecanismosse puedenenumerar
como sigue:

» Elestrésoxidativocausadopordeficienciasen
la funcién energética mitocondrial.

» La excitotoxicidad por sobreactivaciénde los
receptores glutamatérgicos.

= Laoxidaciondestructivadelos lipidos membra-
nales y de proteinas, por los radicaleslibres.

= El incremento en la concentracién de Ca2+
libre intracelular, debido a: a) su mayor pene-
traciéna travésdel canalde los receptorestipo
NMDAy de los canales sensiblesal voltaje; b)
su liberacionde fuentesintracelularescomo el
sistema reticulo endoplasmico; y c) su defi-
ciente amortiguamentopor las mitocondrias.

s La sobreactivacion de enzimas liticas por el
exceso de Ca* citoplasmico.

Se incluye también en la figura 3 la incorpora-
cién de la proteina B-amiloide, caracteristicade las
placassenilesde la enfermedadde Alzheimer,ala
membrana neuronal, asi como el posible efecto
facilitador que esta incorporacién puede ejercer
sobre la permeabilidadde la membranaal Ca®+.Si
esto ocurre en las terminales sinapticas glutama-
térgicas, la mayor entrada de Ca?+aumentaria la
liberaciéndel glutamato, con laconsecuentepoten-
ciacion de la excitotoxicidad.®

Ademas de las observaciones hechas en el
tejido nervioso de pacientes que fallecieron con
enfermedades neurodegenerativas algunas delas
cualesse han mencionadoalolargo de las ponen-
cias, un gran nimero de estudios experimentales
en animales, in vitro e in vivo, han permitido esta-
blecer los mecanismos descritos. Reciprocamen-
te, el conocimiento de tales mecanismos propor-
cionala oportunidadpara disefiarnuevos modelos
experimentalesddas enfermedadesneurodegene-
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rativas, mediante procedimientos que induzcan o
faciliten algunos de ellos en poblacionesrestringi-
das de neuronas. Con esta idea en mente, en
nuestro laboratorio hemos demostrado que una
droga epileptogénica,la 4-aminopiridina,estimula
notablemente la liberacion de glutamato desde
terminales sinapticas cuando se administra en
regionesdiscretas del cerebrode larata,” * que la
hiperexcitabilidadneuronal que se observa en es-
tas condiciones es parcialmene antagonizadapor
bloqueadores de los receptores al glutamato tipo
NMDA.” Ademas, recientemente hemos obser-
vado que esta liberaciéon de glutamato estimulada
por 4-aminopiridina, en el hipocampo, induce
neurodegeneracion(F. Pefiay R. Tapia, en prepa-
racion).

En otro modelo experimentalhemos observado
que cuandoun colorante cationico llamado rojo de
rutenioseadministraen el hipocampode larata, se
induce hiperexcitabilidadneuronal, y el colorante
es incorporado selectivamente al interior de los
somas neuronalesy los destruye.? Enlaactualidad
estamos estudiandosilamicroinyecciéndel rojo de
rutenioy de la4-aminopiridina en otrasregionesdel
sistemanervioso central puede producir alteracio-
nes conductuales y electroencefalogréficas, asi
como destrucciénneuronal, similares a las que se
observan en enfermedades como la ALS o la
enfermedad de Alzheimer. Creemos que estos
enfoques experimentales pueden aportar datos
relevantesen cuanto a los mecanismosinvolucra-
dos en la muerte, y por ende, permitirel disefio de
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Figura 3. Algunos factores involucrados en la muerte neuronal en las enfermedades
neurodegenerativas. Un aumento en la concentracion de glutamato extracelular, por su
excesiva liberacién desde la terminal presinaptica (dependiente de Ca?*) o desde los somas
neuronales (por ejemplo la que ocurre por lisis en la zona isquémica central en una embolia
cerebral), 0 bien por disminucién en su recaptura a las células gliales (flecha gruesa), como
quiza ocurra en la ALS, causa una sobreactivacion de los tres principales tipos de receptor
glutamatérgico: el NMDA (N-metil-D-aspartato), cuyo canal es permeable al Ca*, el kainato,
que indirectamente (por despolarizacion) activa al NMDA, y el metabotrépiw, que mediante
elsegundomensajeroinositol-trifosfato(lP3) liberaCa?desde elsistemareticuloendoplasmico.
El Ca?* también puede penetrar a la neurona por aperturade los canales sensibles a voltaje
(CCSV) Yy, en el caso del Alzheimer, posiblemente también por una difusién facilitada por
agregados de la proteina B-amiloide que se incorporan a la membrana. Como se describe en
la figura 1, al dafio causado por el incremento en el Ca? intracelular se agrega la oxidacion
de las membranasproducido por los radicaleslibres. v la deficienciaen la funcién mitocondrial
produce una mayor despolarizacion membranal que a su vez potencia la excitotoxicidad
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posibles estrategias terapéuticas para detener,
inhibiendo alguno de los pasos criticos de estos
mecanismos, la cascada de procesos que fina-
mente matan a las neuronas.
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