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La encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) es un modelo animal que re-

produce la mayoría de las características clínicas y patológicas de la enfermedad humana 

esclerosis múltiple (EM). Ambas son patologías inflamatorias, desmielinizantes y neurode-

generativas del sistema nervioso central que se asocian a deterioro motriz, sensorial y 

cognitivo. En EM, la atrofia en materia gris se relaciona con la aparición de discapacidad 

cognitiva y contribuye a la progresión clínica. En particular, el daño y la disfunción en cier-

tas áreas de la corteza frontal han sido correlacionados con el desarrollo de fatiga cogniti-

va, uno de los síntomas más comunes e incapacitantes en los pacientes con EM. Sin em-

bargo, las bases moleculares de estos cambios aún son desconocidas.  

Valiéndonos de las similitudes existentes entre la EAE y la EM, en esta tesis se ana-

lizaron cambios funcionales, bioquímicos y morfológicos en terminales presinápticos puri-

ficados (sinaptosomas) de corteza en animales con EAE aguda. 

En sinaptosomas aislados de la región frontal de la corteza, los cuales se componen 

en un ~80% de terminales glutamatérgicas, se encontró disminuida la liberación del neuro-

transmisor excitatorio glutamato, tanto en la cantidad total liberada como en la velocidad 

de liberación. Este defecto apareció concomitantemente con los signos clínicos clásicos de 

EAE, y se revirtió rápidamente cuando los animales comenzaron a recuperarse de la pato-

logía. Análisis bioquímicos de los sinaptosomas del grupo EAE revelaron la presencia de 

alteraciones en la maquinaria molecular presináptica y en su respuesta al estímulo despo-

larizante, lo cual se vio acompañado de una fosforilación y redistribución subcelular anor-

mal de sinapsina I. Estos cambios se asociaron a una reducción en el número de vesículas 

sinápticas que se movilizan hacia la zona activa ante estimulación, sin cambios en la morfo-

logía de los sinaptosomas, según se observó mediante microscopía electrónica. 

Este trabajo es el primero en describir en detalle mecanismos moleculares de dis-

función neuronal en la corteza frontal durante el desarrollo de la EAE.  Estos mecanismos 

podrían ser responsables también de las alteraciones observadas en pacientes con EM y 

podrían contribuir al deterioro cognitivo. 

RESUMEN 



 
 

  

 

 

Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) is an animal model that mimics 

many of the clinical and pathological features of the human disease multiple sclerosis 

(MS). Both are inflammatory demyelinating and neurodegenerative pathologies of the 

central nervous system associated with motor, sensory, and cognitive deficits. In MS, gray 

matter atrophy is related to the emergence of cognitive deficits and contributes to clinical 

progression. In particular, injury and dysfunction in certain areas of the frontal cortex have 

been correlated to the development of cognitive fatigue, one of the most common and 

disabling symptoms in MS. However, the molecular bases of these changes remain un-

known.  

Taking advantage of EAE and MS similitudes, we herein analyze functional and 

morphological changes in isolated cortical presynaptic terminals (synaptosomes) from an 

acute EAE rat model. 

In synaptosomes isolated from the frontal cortex, which are composed of ~80% of 

glutamatergic terminals, we found that glutamate release was impaired in the EAE group. 

This defect appeared along with the onset of the disease, and reversed when clinical signs 

were no more evident. Biochemical analysis of EAE synaptosomes revealed alterations in 

the presynaptic release machinery and in the response to depolarization, which was ac-

companied by abnormal synapsin I phosphorylation and dispersion. These changes were 

associated with reduced synaptic vesicle mobility, with no alterations in synaptosomal 

morphology as evidenced by electron microscopy.  

The present are the first evidences unraveling the molecular mechanisms of frontal 

cortex neuronal dysfunction in EAE and, possibly, MS. 
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4-AP 4-aminopiridina 

ABS Albúmina sérica bovina 

AFC Adyuvante de Freund completo 

AMPA α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propionato 

ANOVA Análisis de varianza 

ATP Adenosina trifosfato 

BDNF Factor neurotrófico derivado de cerebro (siglas en inglés) 

BHE Barrera hematoencefálica 

β-ME β-mercaptoetanol 

CaMKII Quinasa dependiente de Ca2+/Calmodulina II 

CCAV Canales de Ca2+ activados por voltaje 

CN Calcineurina 

CPA Célula presentadora de antígenos 

dpi Días post-inducción 

DPS Densidad post-sináptica 

DTT Ditiotreitol 

EAE Encefalomielitis autoinmune experimental 

EDTA Ácido etilendiaminotetraacético 

EM Esclerosis múltiple 

Erk1/2 Quinasa regulada por señales extracelulares 1 y 2 

GABA Ácido γ-aminobutírico 

GB Solución tampón del gradiente 
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GDH Deshidrogenasa de glutamato 

GLL Grupo de vesículas sinápticas listas para ser liberadas 

GR Grupo de vesículas sinápticas de reserva 

HBM Solución tampón de HEPES 

HEPES Ácido 4-(2-hidroxietil0-1-piperazinetil sulfónico 

IF Inmunofluorescencia 

IFN-γ Interferón gamma 

IHQ Inmunohistoquímica 

IL-1 Interleuquina 1 

IL-17 Interleuquina 17 

IRM Imagen por resonancia magnética 

MB Materia blanca 

MG Materia gris 

MI Matriz intervesicular 

MOG Glicoproteína de mielina de oligodendrocito 

MS Membrana sinaptosomal 

NMDA Ácido N-metil-D-aspártico 

PAGE Electroforesis en geles de poliacrilamida 

PB Solución tampón de fosfato 

PBM Proteína básica de mielina 

PBS Solución tampón de fosfato salino 

PCR Reacción en cadena de la polimerasa (siglas en inglés) 

PFA Paraformaldehído 

PKA Quinasa de proteínas A 

PKC Quinasa de proteínas C 

PP1 Fosfatasa de proteínas 1 
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PP2A Fosfatasa de proteínas 2 A 

RT Transcripción reversa (siglas en inglés) 

SB Solución tampón de muestra (para Western blot) 

SDS Dodecil sulfato de sodio 

SFB Suero fetal bovino 

SNC Sistema nervioso central 

SynI Sinapsina I 

syns sinapsinas 

TBS Solución tampón de TRIS salino 

TNFα Factor de necrosis tumoral alfa 

Tris Tris (hidroximetil) aminometano 

VS Vesícula sináptica 

WB Western blot 

ZA Zona activa 



 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A man is but the product of his thoughts. 

What he thinks, he becomes. 

 

Mahatma Gandhi. 
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ESCLEROSIS  MÚLTIPLE 

EPIDEMIOLOGÍA  Y  ETIOLOGÍA 

A pesar de ser una de las patologías más estudiadas a nivel mundial, la esclerosis 

múltiple (EM) es una enfermedad que carece de cura y cuya etiología es aún desconocida. 

Afecta mayormente a la población caucásica, siendo muy común en el norte de Europa y 

de América donde tiene una prevalencia del 0,1-0,2 % y una incidencia anual de 6-7 perso-

nas cada 100.000 habitantes [1]. En América Latina la prevalencia de la EM varía entre muy 

baja e intermedia, siendo menos frecuente en regiones geográficas cercanas al Ecuador 

y/o con población principalmente mestiza, mulata o africana. En Sudamérica, Argentina 

presenta la mayor prevalencia, que ronda entre 15 y 25 cada 100.000 habitantes [2]. 

El evento primario en la génesis de la enfermedad sigue siendo una incógnita. Ba-

sados en las evidencias genéticas y epidemiológicas, algunos autores proponen que la etio-

logía de la EM es autoinmune. La activación del sistema inmunológico sería ocasionada por 

patógenos que infecten al sistema nervioso central (SNC) y/o que presenten mimetismo 

molecular A [3,4]. Desencadenando así un proceso en el cual las células autoreactivas son 

activadas en la periferia, migran al SNC y atraviesan la barrera hemato-encefálica (BHE), 

provocando desmielinización y neurodegeneración [5]. Otros autores postulan que la EM 

es una enfermedad degenerativa progresiva, posiblemente de oligodendrocitos, sobre la 

cual se desarrolla la respuesta autoinmune, debido a la alta inmunogenicidad de los com-

ponentes de mielina [6,7]. Más allá de la patogénesis, el resultado es el mismo: un proceso 

complejo de desmielinización/neurodegeneración e inflamación que ocurren en paralelo y 

se retroalimentan entre sí, exacerbando el daño al SNC. 

Si bien se ignoran las causas de la EM, se reconoce que se trata de un proceso 

complejo donde se combinan factores genéticos y eventos ambientales. En cuanto al fac-

tor genético, la asociación más fuerte con el riesgo a contraer EM se encontró en alelos 

específicos de la región HLA en el cromosoma 6 [8]. Esta región codifica para las proteínas 

del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés) B y se caracteri-

                                                      
A
 La teoría del mimetismo molecular postula que similitudes de secuencia entre péptidos foráneos y péptidos 

propios puede activar de manera cruzada a células del sistema inmune, causando una reacción autoinmune. 
B
 Las moléculas del MHC son proteínas integrales de membrana que se expresan en todas las células del or-

ganismo y cuya función es la presentación de péptidos a las células T, permitiendo la discriminación entre 
antígenos propios y foráneos. 
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za por un grado excepcional de polimorfismo. Particularmente, los alelos asociados a EM 

corresponden al MHC de clase II, el cual se expresa exclusivamente en células presentado-

ras de antígenos (CPAs). Se postula que la razón de esta asociación es que esos alelos ge-

neran complejos MHCII que presentan péptidos por los cuales las células T tienen una avi-

dez considerablemente mayor [9]. Otras 57 variantes fuera de la región HLA fueron impli-

cadas en la susceptibilidad a desarrollar EM, la mitad de ellas compartidas con otras en-

fermedades autoinmunes. Estas regiones se encuentran fuertemente enriquecidas en ge-

nes inmunológicos que participan en procesos como el procesamiento de antígenos y la 

migración, adhesión y proliferación de leucocitos [8]. Con un menor grado de interacción, 

también se han descripto genes de vías de señalización neuronales asociados a la EM [10], 

entre ellos componentes de las cascadas que regulan el proceso de guía axonal durante el 

desarrollo y los fenómenos plásticos que ocurren durante la formación de memorias.  Lla-

mativamente, dentro de estos genes se encuentran algunos alelos de receptores de glu-

tamato que se cree podrían regular la susceptibilidad a la excitotoxicidad. 

Por otra parte, es ampliamente aceptado que la aparición patología no depende 

exclusivamente de la predisposición genética, sino que deben actuar eventos ambientales. 

Sin embargo, la identificación de los eventos específicos no es sencilla. El desarrollo de 

episodios clínicos en la EM se ha asociado, de manera controvertida, a infecciones bacte-

rianas y/o virales. Esto se postuló tanto en base a evidencia epidemiológica (infecciones 

infantiles y juveniles, distribuciones geográficas) como a la respuesta anormal que mues-

tran los pacientes con EM a determinados virus, sumado a la comparación con otros trans-

tornos autoinmunes y los modelos experimentales [11]. La deficiencia de vitamina D tam-

bién ha sido relacionada a la susceptibilidad de padecer EM y al aumento de la prevalencia 

de esta enfermedad con la latitud [1]. Otros disparadores ambientales han sido propues-

tos, como la composición lipídica de la dieta, vacunaciones, trauma, estrés, consumo de 

tabaco, exposición a sustancias tóxicas, etc., aunque las evidencias existentes son poco 

concluyentes. 

FISIOPATOLOGÍA  DE  LA  EM 

Los signos clínicos más comunes de la EM incluyen: neuritis óptica desmielinizante 

aguda, mielitis parcial de los tractos motriz, sensorial, intestinal y/o de vejiga (lo cual lleva 

a debilidad muscular, hormigueo y entumecimiento de extremidades, incontinencia, dis-
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función sexual, dolor), síndromes asociados al daño en tallo encefálico (visión doble, debi-

lidad facial y lingual, vértigo), falta de equilibrio (por daño en cerebelo), discapacidad cog-

nitiva (disminución en la velocidad de procesamiento de información, disfunción ejecutiva, 

pérdida de memoria visual y verbal a largo plazo), fatiga cognitiva C y migrañas. Los pacien-

tes también cursan con síntomas psicológicos como depresión, apatía, ansiedad e irritabi-

lidad. A demás, los pacientes con EM presentan sensibilidad al calor (altas temperaturas 

agravan los síntomas) [12].  

La EM puede clasificarse en diferentes tipos, según el fenotipo o patrón de progre-

sión que presenta el paciente: 

I.  Síndrome aislado clínicamente (SAC)  

Se trata de personas con el primer ataque desmielinizante agudo que aún no pue-

den ser diagnosticadas fehacientemente con EM. Alrededor del 80 % de estos casos desa-

rrollan EM en los siguientes 15-20 años. 

II.  EM con remisiones y recaídas (EM -RR) 

Esta es la forma de EM más común, presentándose en el 80-90 % de los pacientes. 

El primer episodio clínico se produce entre los 20 y 40 años de edad y, en promedio, ocu-

rren 1-2 ataques al año. Sin embargo, por imagen de resonancia magnética (IRM) puede 

evidenciarse la formación de nuevas y numerosas lesiones inflamatorias por año, indican-

do que gran parte de la patología se desarrolla de forma silente. Las lesiones consisten en 

focos de desmielinización inflamatoria reversible, lo cual da cuenta, en parte, de las remi-

siones clínicas. 

III.   EM progresiva secundaria (EM -PS) 

Alrededor del 50 % de los pacientes con EM-RR desarrollan luego de 10-20 años un 

deterioro físico y cognitivo que se acumula y empeora con el tiempo, es decir, es progresi-

vo secundario. En esta etapa aparecen la mayoría de las discapacidades irreversibles y gran 

parte de los pacientes se vuelven no ambulatorios en pocos años. Las terapias inmunomo-

duladoras de rutina que son utilizadas para atenuar la progresión de la EM-RR dejan de ser 

efectivas en esta etapa, de hecho, no existen tratamientos para la EM-PS. 

 

                                                      
C
 La fatiga cognitiva se define como una sensación abrumadora de agotamiento mental y se evidencia como 

una capacidad disminuida de sostener el rendimiento cognitivo. 
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IV.   EM progresiva primaria (EM -PP) 

Entre el 10 y el 20 % de los pacientes nunca presentan episodios recurrentes, sino 

que muestran un agravamiento progresivo de los síntomas clínicos desde el comienzo. La 

edad de manifestación de la EM-PP y la EM-PS es la misma (alrededor de los 40 años de 

edad), y ambas formas comparten las mismas características clínicas e histopatológicas. 

Esto llevó a algunos investigadores a pensar que la EM-PP es un tipo de EM-PS donde la 

primera etapa de recidivas fue subclínica. Aquí cabe destacar que alrededor de un 5 % de 

los pacientes desarrolla una forma mixta de EM, con recaídas y remisiones superpuestas a 

un curso progresivo (EM progresiva recurrente). 

V.  EM subclínica o asintomática  

Con el avance de las técnicas de IRM se ha descripto la existencia de lesiones clási-

cas de EM en personas que no presentan ningún tipo de signo o síntoma clínico. Más aún, 

en autopsias de personas fallecidas por otras causas, se han descubierto accidentalmente 

lesiones cerebrales histopatológicamente compatibles con la EM. Esto indica que un por-

centaje de las personas que sufren EM (se calcula que alrededor de un tercio del total) son 

completamente asintomáticas durante toda su vida (reseñas sobre los cursos clínicos y 

diagnóstico de la EM pueden encontrarse en [13,12,1]). 

 

ENCEFALOMIELITIS  AUTOINMUNE  EXPERIMENTAL 

DE  LA  VACUNA  CONTRA  LA  RABIA  A  UN  MODELO  DE  DESMIELINIZA-

CIÓN  AUTOINMUNE 

El concepto de vacunación como método preventivo de ciertas enfermedades ya 

era conocido en la antigüedad por las culturas China e India. Varios siglos después, a fina-

les de 1700 Edward Jenner, “el padre de la inmunología”, llevó a cabo los primeros estu-

dios científicos sobre la vacunación y su mecanismo de acción. Sin embargo no fue hasta 

finales de 1800 que Robert Koch, “el fundador de la bacteriología moderna”, demostró 

que los microorganismos podían causar enfermedades. A partir de allí, la búsqueda de los 

organismos responsables de enfermedades que afectaban fuertemente a la población de 

la época así como de nuevas terapias que permitieran su atenuación y administración fue 
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foco de investigación tanto en la medicina humana como en la veterinaria [14,15]. En este 

contexto, el laboratorio de Louis Pasteur aplicó sus descubrimientos en técnicas de esteri-

lización en el desarrollo de la primera vacuna contra la rabia. Sabiendo que esta enferme-

dad afectaba al sistema nervioso, atenuaron el virus mediante desecación de la médula 

espinal de conejos infectados. Esta vacuna fue ampliamente utilizada a principios de 1900 

y fue muy importante para la erradicación de la rabia. Sin embargo, generó nuevas compli-

caciones. Algunos individuos desarrollaban graves efectos secundarios, que podían llevar a 

la muerte. Se trataba de una esclerosis diseminada aguda, caracterizada por desmieliniza-

ción perivascular en el SNC [16]. En la búsqueda de las causas de esta encefalomielitis 

postvacunal (como se la denominó más adelante), se descubrió que inyecciones de extrac-

tos de cerebro o médula espinal en diferentes animales producía una enfermedad desmie-

linizante del SNC. Esta enfermedad parecía ser producto de un ataque autoinmune (aun-

que el concepto de autoinmunidad, tal como se lo conoce hoy en día, aún no había sido 

desarrollado). En pocos años, gracias a la invención de los adyuvantes D [17] se logró un 

modelo animal más reproducible y efectivo con sólo una inyección de antígeno [18], el cual 

más adelante se denominó encefalomielitis autoinmune experimental (EAE). Dado que la 

vacuna contra la rabia también contenía restos de tejido nervioso, se llegó a la conclusión 

de que la EAE y la encefalomielitis postvacunal compartían un mismo mecanismo patogé-

nico: autoinmunidad contra algún componente del SNC. 

LA  EAE  COMO  MODELO  ANIMAL  DE  LA  ESCLEROSIS  MÚLTIPLE 

Con el desarrollo de los modelos de EAE, miembros de la comunidad científica se 

vieron asombrados por sus similitudes clínicas e histopatológicas con la enfermedad hu-

mana EM. Nuevos trabajos de investigación fueron dedicados a comparar en detalle am-

bas patologías, resaltando la importancia científica de las semejanzas [19,20]. Esta impor-

tancia radicaba en que este modelo podría servir para desentrañar tanto las causas como 

el mecanismo por el cual se generaban las placas escleróticas en EM. De esta manera, se 

llegó a postular que en la EM algún “agente infeccioso” (ya que el funcionamiento del sis-

tema inmune aún no se conocía en detalle) atravesaba la BHE y se combinaba con proteí-

nas cerebrales que se volvían “antigénicas” y desencadenaban la producción de auto-

anticuerpos, al igual que se había descripto para la EAE [21]. En pocos años se asentó en la 

                                                      
D
 Adyuvante: los adyuvantes inmunológicos son sustancias que potencian la respuesta inmune contra el antí-

geno de interés, sin conferir inmunidad por sí mismos. 
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comunidad científica el uso de diferentes modelos de EAE que se asemejaban a distintas 

clases y/o etapas de la EM. Y se definió a la EAE como modelo experimental exclusivo de la 

EM. 

Esto tuvo un impacto muy grande sobre el estudio de la EM y el desarrollo de tera-

pias paliativas. Principalmente reforzó la hipótesis de que la EM es una enfermedad des-

mielinizante autoinmune. En los años sucesivos se descubrió que los antígenos blanco de 

este ataque autoinmune eran las proteínas que forman parte de la vaina de mielina en el 

SNC, lo cual llevó al desarrollo de modelos de EAE más específicos. Lentamente la EAE se 

volvió el modelo de EM más utilizado en todo el mundo, no sólo para el estudio de la pa-

togénesis y progresión de la enfermedad, sino también para el diseño y validación de nue-

vas terapias [22]. Junto con ello, la teoría de un origen autoinmune de la EM fue ganando 

consenso, a pesar de haber sido cuestionada desde los inicios [23] y de que a la actualidad 

no haya pruebas contundentes respecto a cuál es el evento primario. Sin embargo es in-

discutible que, una vez establecida, la EM es una enfermedad desmielinizante, autoinmune 

y neurodegenerativa. Todos estos procesos son reproducidos en la EAE, lo cual, más allá de 

sus limitaciones, convierte a este modelo en un buen sistema de estudio para comprender 

los mecanismos patológicos de EM, tanto inmunológicos como nerviosos. 

INDUCCIÓN,  CLÍNICA  E  HISTOPATOLOGÍA  DE  LA  EAE 

I.  Inducción 

La EAE puede ser inducida en cepas de animales genéticamente susceptibles de dos 

maneras: activa o pasivamente. La inducción activa consiste en la inyección subcutánea de 

mielina completa o antígenos (péptidos) de mielina, emulsionada en un adyuvante ade-

cuado (generalmente se emplea adyuvante de Freund completo). Esto genera una fuerte 

respuesta inflamatoria que lleva al desarrollo de signos clínicos característicos entre 9 y 12 

días después de la inducción con una alta incidencia. Dependiendo de la especie y cepa de 

animal, y del método de inducción empleados existen diferentes modelos de EAE que va-

rían en las características clínicas y patológicas, y en la respuesta a terapias. Esta hetero-

geneidad se asemeja a la variedad de subclases de EM y la variabilidad existente entre pa-

cientes [4]. 

Por otra parte, la inducción pasiva de la EAE, también llamada inducción por trans-

ferencia adoptiva, consiste en la inyección de animales genéticamente susceptibles con 
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células T encefalitogénicas E extraídas de animales desafiados activamente para la EAE. 

Este modelo permite marcar las células y estudiar in vivo las etapas de los procesos de mi-

gración e infiltración del SNC [24]. 

II.  Inmunopatogénesis  

 

 

Figura 1. Modelo de tres compartimientos para la patogénesis de la EAE y la EM. 

 

El modelo más aceptado que explica la generación de la EAE a partir de la inducción 

se denomina modelo de tres compartimientos (Fig. 1) [3]. En un primer paso, células den-

dríticas de la zona de inducción captan el antígeno y son transportadas por el torrente 

sanguíneo hasta el ganglio más cercano (compartimiento aferente). Allí presentan el antí-

geno a linfocitos B y T específicos, los cuales proliferan y se diferencian. Estas células auto-

reactivas se acumulan en el bazo, donde vuelven a interaccionar con CPAs locales, quienes 

aumentan la capacidad migratoria e infiltrante de los linfocitos [24]. En un segundo paso, 

las células activadas son reclutadas al SNC, donde vuelven a encontrar los antígenos ence-

falitogénicos presentados por CPAs perivasculares y de meninges. Allí son reactivadas y 

                                                      
E
 Encefalitogénico: Que tiene la capacidad de generar encefalitis, en nuestro caso particular, la EAE. 
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secretan mediadores pro-inflamatorios que llevan a la ruptura de la BHE y al reclutamiento 

de más células inmunes (linfocitos T y B, neutrófilos, macrófagos), retroalimentando la 

cascada inflamatoria [25]. Esto lleva a la penetración de las células sanguíneas en el parén-

quima nervioso (compartimiento blanco) donde se activan la microglía y los astrocitos. La 

inflamación resultante provoca degeneración de oligodendrocitos y neuronas, con pérdida 

de mielina, axones y dendritas [4]. En un tercer paso, los restos de células de SNC son lim-

piados mediante fagocitosis por CPAs. Éstas pasan al torrente sanguíneo y presentan nue-

vos antígenos nerviosos en ganglios cervicales (compartimiento drenante), activando un 

nuevo grupo de linfocitos T (amplificación de epítopes) que exacerban la reacción autoin-

mune [3]. Se postula que la inmunopatogénesis de la EM ocurriría también según este me-

canismo de tres compartimientos. Aunque, a diferencia de lo que sucede en los modelos 

de EAE, la activación primaria del sistema inmune sería causada por alguna lesión del SNC 

y/o por mímica molecular [3]. 

III.  Progresión clínica e histopatología  

Como se mencionó anteriormente, los modelos clásicos de EAE F inducida activa-

mente presentan una gran variabilidad dependiendo del antígeno utilizado (mielina com-

pleta, péptidos de mielina o neuronales), de la presencia y tipo de adyuvante, del método 

de inyección y de la especie y cepa de animal de experimentación. Generalmente los pri-

meros signos clínicos aparecen entre 9 y 12 días post-inducción (dpi; según el modelo del 

que se trate) y se caracterizan por parálisis fláccida ascendente [13], comenzando en la 

cola y subiendo hacia las extremidades posteriores pudiendo llegar a cuadriplejia. Esto se 

debe a que el blanco principal de la inflamación en estos modelos es la médula espinal 

(mayormente la región lumbar)  y los nervios ópticos, con una menor participación del 

cerebro. La gravedad de los signos clínicos alcanza un pico en 2 a 4 días y, dependiendo del 

tipo de EAE, pueden revertirse completamente sin presentar recaídas (modelo agudo), 

pueden revertirse y entrar en ciclos sucesivos de remisiones y recaídas (modelo recurren-

te-remitente), pueden revertirse sólo en parte y permanecer indefinidamente (modelo 

crónico), o también pueden ser combinaciones de los anteriores (modelos remitentes que 

evolucionan a crónicos). 

                                                      
F
 En este trabajo solo haremos referencia a los modelos de EAE clásica, sin embargo cabe destacar que ac-

tualmente existen modelos de EAE espontánea y de EAE atípica, cuyos mecanismos patogénicos y signos 
clínicos difieren de los modelos clásicos (ver referencia [13]). 
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Todos los modelos clásicos de EAE comparten los mismos mecanismos patogéni-

cos, pero difieren en la intensidad de la inflamación y del daño en el SNC. En médula espi-

nal, gran parte de la infiltración ocurre a través de meninges y de vasos sanguíneos en la 

zona de materia blanca (MB) [26,27]. Estos infiltrados se componen mayormente de linfo-

citos T secretores de interleuquina 17 (IL-17) e interferón gamma (IFN-γ), y de macrófagos. 

La aparición de los focos inflamatorios coincide temporal y espacialmente con el desarrollo 

de placas fuertemente desmielinizadas [28], aunque no son determinantes para el desa-

rrollo de los signos clínicos (en algunos animales se observa una EAE subclínica, con pre-

sencia de cambios histológicos y ausencia de parálisis; [29]). A nivel bioquímico, el inicio 

del proceso desmielinizante es evidenciado antes del desarrollo de los signos clínicos, me-

diante la pérdida de la proteína básica de mielina (PBM; una de las proteínas mayoritarias 

que componen la vaina de mielina) y la disminución de la actividad CNPasa [30]. A demás, 

se ha observado deposición de anticuerpos y ataque por leucocitos citotóxicos en moto-

neuronas acompañada de degeneración y apoptosis de las mismas [31]. 

Por otra parte, a pesar de tener un nivel menor de inflamación, el cerebro también 

se encuentra afectado durante la EAE. Mediante imagen por resonancia magnética se des-

cribieron lesiones cerebrales durante la EAE crónica, similares en tipo y distribución a las 

observadas en pacientes con EM [32]. Estas lesiones incluyen pérdida de volumen cortical 

en cerebelo con degeneración de células de Purkinje, atrofia en cerebro, pérdida progresi-

va de materia gris (MG) en la corteza cerebral relacionada a disminución de mielina, axo-

nes, conexiones sinápticas y número total de neuronas. Tanto en modelos en roedores 

como en primates no humanos existe una infiltración leucocitaria temprana en cerebro, 

que puede ser anterior o coincidir con el comienzo de los signos clínicos, dependiendo del 

tipo de EAE [33]. Estas células ingresarían en primera instancia al líquido cefalorraquídeo 

(LCR) a través del plexo coroideo G, transitarían los ventrículos y designarían los puntos de 

infiltración al parénquima cerebral. El proceso inflamatorio se compone de infiltrados leu-

cocitarios (linfocitos T y B, neutrófilos, macrófagos) así como también de células residentes 

del SNC (microglía y astrocitos activados) [34,33].  

Junto con los mediadores inflamatorios clásicos (citoquinas y quemoquinas), los 

leucocitos infiltrantes y la microglía activada secretan grandes cantidades de glutamato. Al 

                                                      
G
 En el cerebro, hay cuatro plexos coroideos, uno en cada ventrículo. Consisten en un conjunto de capilares, 

separados de los ventrículos por células epiteliales coroideas. Los plexos producen el LCR, y actúan como 
sistema de filtro y de transporte entre la sangre y el LCR. 
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ser éste un neurotransmisor excitatorio, su exceso en el medio provoca excitotoxicidad, es 

decir, muerte neuronal por sobre-activación de receptores de aminoácidos excitatorios 

[35]. A demás, el proceso inflamatorio somete tanto a las neuronas como a la glía a estrés 

oxidativo, incrementando el daño [34]. La combinación de todos estos factores afecta la 

transmisión y la plasticidad sinápticas e incluso puede llevar a muerte neuronal. En dife-

rentes modelos de EAE se ha descripto la presencia de infiltrados y activación de microglía 

y astrocitos en regiones cerebrales de MB, como el cuerpo calloso, y en regiones de MG 

profundas, como el hipocampo y el estriado. En estas estructuras se encontraron cambios 

en la transmisión sináptica, neurodegeneración (tanto de neuronas excitatorias como inhi-

bitorias), pérdida de volumen del tejido, muerte de astrocitos y oligodendrocitos, acompa-

ñados o no de desmielinización (dependiendo de la región) [36-39]. 

Los mecanismos moleculares detrás de las alteraciones en la neurotransmisión son 

desconocidos. Se han encontrado cambios en la expresión de receptores inotrópicos y me-

tabotrópicos de glutamato y de ácido γ-aminobutírico (GABA; principal neurotrasmisor 

inhibitorio del SNC) en neuronas [37,40,41], así como de las moléculas transportadoras 

que recaptan estos neurotransmisores y de las enzimas que las degradan en astrocitos 

[42]. Asimismo, la contribución o participación de las diferentes estructuras cerebrales en 

el desarrollo de la patología ha sido pobremente explorada en la EAE. Sólo para el caso de 

la neurodegeneración en hipocampo se ha demostrado que se asocia a la disfunción en los 

procesos de aprendizaje y memoria relacionados a tareas espaciales [36]. 

 

NEURODEGENERACIÓN  EN  EAE  Y  EM 

ATROFIA  CEREBRAL  Y  SU  CONTRIBUCIÓN  A  LA  PROGRESIÓN  DE  LA  

PATOLOGÍA 

La EM y la EAE no son afecciones exclusivas de MB, sino que también existe daño 

en zonas de MG cerebral, tanto en la corteza como en estructuras profundas. Ya las prime-

ras descripciones histológicas de la EM realizadas por Jean-Martin Charcot, “el fundador de 

la neurología moderna”, en 1869 mostraban la presencia de daño neuronal y pérdida de 

axones en tejido cerebral post-mortem [43]. Sin embargo, debido a la falta de técnicas lo 

suficientemente sensibles, no fue hasta este siglo que comenzaron a comprenderse los 
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procesos involucrados. En la actualidad, gran parte de la investigación en EM está enfoca-

da al estudio del daño neuronal en regiones de MG, ya que éste sería al principal contribu-

yente a la aparición y la acumulación irreversible de discapacidad motriz y cognitiva [44]. 

Todo el cerebro se encuentra afectado durante la EM, y ocurre pérdida de volumen 

tanto de MB como de MG. Llamativamente, los procesos patológicos de MB y MG ocurren 

de forma parcialmente independiente, acumulándose con el tiempo mayor nivel de daño y 

número de lesiones en MG que en MB [45]. En los últimos años se han podido relacionar 

diferentes manifestaciones de la EM con el grado y localización regional de la atrofia cere-

bral. Por ejemplo, cambios en las cortezas motriz y sensorial se asocian a problemas de 

locomoción, daño en las cortezas prefrontal y orbitofrontal lleva a fallas en procesos cogni-

tivos superiores (planeamiento, organización, atención, manipulación de información, mo-

nitoreo de acciones, memoria de trabajo), desmielinización en tractos de MB afecta el 

desempeño y la velocidad en tareas cognitivas (pérdida de conectividad), cambios en el 

funcionamiento de la corteza frontal, los ganglios basales y/o pérdida de conectividad en-

tre ellos correlaciona fuertemente con la aparición y la gravedad de la fatiga cognitiva (una 

sensación abrumadora de agotamiento mental que constituye el síntoma más común e 

incapacitante de la EM) [44-48]. Además, el volumen de lesión en cerebro correlaciona con 

la duración y gravedad de la EM, y constituye un buen predictor de la progresión clínica a 

10 años [49]. 

Por otra parte, estudios en modelos de EAE también mostraron la participación del 

cerebro en la generación de ciertos signos clínicos, tanto en el período pre-sintomático 

(fase inductora) como sintomático (fase efectora). Antes de la aparición de la parálisis, 

ratones con EAE presentan un mayor dinamismo en las conexiones sinápticas de la corteza 

somato-sensorial en ausencia de neuroinflamación, lo cual influiría en la plasticidad neu-

ronal y el deterioro cognitivo [50]. Además, los niveles de citoquinas inflamatorias aumen-

tan en el hipotálamo, afectando la secreción de hormonas  y provocando ansiedad y com-

portamientos depresivos en los animales [51]. En la fase efectora aparecen leucocitos infil-

trantes en médula espinal, cerebelo y cerebro, inicialmente en regiones de MB y luego en 

MG. El daño en MB también precedería a la atrofia en MG, sin embargo el volumen de 

daño se vuelve mayor en las regiones de MG (al igual que se observó en la EM) [52,34]. 

Estas alteraciones incluyen pérdida progresiva de neuronas y contactos sinápticos [53], 

desmielinización, muerte de oligodendrocitos maduros y fallas en su maduración [39], es-
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trés oxidativo, desbalance homeostático de iones [54], excitotoxicidad [55]. En particular, 

la pérdida de volumen cortical cerebelar correlacionaría con la graduación clínica (proba-

blemente porque la misma se realiza en base a coordinación motriz) [53] y la neurodege-

neración en hipocampo se asocia a disfunción en aprendizaje y memorias asociativas o 

contextuales [56]. La contribución de las lesiones en corteza cerebral y en estriado al desa-

rrollo y/o resolución de la EAE aún es desconocida. Interesantemente, la forma y distribu-

ción de estas lesiones son similares en los diferentes modelos de EAE y en la EM. 

NEUROINFLAMACIÓN  Y  NEURODEGENERACIÓN 

Como se mencionó anteriormente, una vez generados, los mecanismos de inflama-

ción y degeneración neuronal ocurren de forma simultánea, modulándose entre sí. Esta no 

es una característica exclusiva de la EM y la EAE, sino que ocurre en otras enfermedades 

neurodegenerativas y/o inflamatorias del SNC. Los leucocitos infiltrantes así como la glía 

activada (microglía y astrocitos) pueden regular la transmisión sináptica y la sobrevida de 

las neuronas, tanto de manera positiva como negativa. Es decir, por un lado  cumplen un 

rol en la remoción de los restos celulares, mediante fagocitosis, y en la estimulación de 

mecanismos de sobrevida y regeneración en neuronas y oligodendrocitos, mediante la 

secreción de factores tróficos. Mientras que por otro lado pueden activar mecanismos de 

neurodegeneración, siendo la desmielinización, el estrés oxidativo y la excitotoxicidad los 

más relevantes en la EM y la EAE [57-60,37]. 

La destrucción de la vaina de mielina lleva a la redistribución de canales de Na+ a lo 

largo del axón, que de otra forma se encontrarían concentrados en los nodos de Ranvier. 

Esta respuesta es capaz de restaurar, en parte, la velocidad y la eficiencia de la transmisión 

del impulso nervioso, sin embargo aumenta la necesidades energéticas por parte de la 

Na+/K+-ATPasa. Sumado a esto, el estrés oxidativo y las citoquinas pro-inflamatorias per-

turban la integridad funcional de las mitocondrias, disminuyendo la producción de ATP. 

Como resultado, se acumula Na+ en el interior de la neurona, lo cual lleva al funcionamien-

to inverso del intercambiador Na+/Ca2+ y la acumulación de Ca2+ intracelular ([Ca2+]i), des-

encadenando mecanismos apoptóticos [48,61]. Al mismo tiempo, las células inflamatorias 

secretan grandes cantidades de glutamato lo cual provoca excitotoxicidad, llevando a la 

lisis de la membrana plasmática, al desbalance del estado redox y la acumulación de iones, 
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principalmente Ca2+, en el citoplasma. Todo lo cual contribuye al daño mitocondrial y a la 

activación de procesos degenerativos letales [37]. 

Cabe destacar que el término neurodegeneración no implica necesariamente 

muerte neuronal, sino que se refiere a la pérdida progresiva de estructura y/o de función, 

pudiendo ser reversible. Tanto en EAE como en EM se han descripto alteraciones funciona-

les y metabólicas en neuronas, cuyas bases moleculares aún son desconocidas. 

 

FUNCIONAMIENTO  DE  LA  SINAPSIS  Y  REGULACIÓN  DE  LA  LIBE-

RACIÓN  DE  NEUROTRANSMISOR  EN  EL  SNC 

LA  SINAPSIS 

La transducción de señales en una sinapsis consiste en la conversión de una señal 

eléctrica, es decir el impulso nervioso que alcanza la terminal del axón o presinapsis, en 

una señal química que sea percibida por la neurona postsináptica. Esta señal química cons-

ta de pequeñas moléculas llamadas neurotransmisores, los cuales generalmente se alma-

cenan en vesículas secretoras específicas denominadas vesículas sinápticas (VS) y son libe-

rados al espacio sináptico mediante exocitosis regulada. Los neurotransmisores se unen a 

receptores en la membrana postsináptica iniciando un nuevo impulso nervioso que se 

propagará a lo largo de la neurona postsináptica. Todo este proceso ocurre en el rango de 

los milisegundos [62].  

Actualmente, el modelo de sinapsis más aceptado es el de la sinapsis tripartita (Fig. 

2), formada por la presinapsis, la postsinapsis y el espacio sináptico junto con la glía (astro-

citos). La presinapsis será descripta en detalle en la próxima sección. La postsinapsis se 

compone de receptores, proteínas de anclaje y adhesión, quinasas, fosfatasas y compo-

nentes de citoesqueleto, formando complejos macromoleculares de alta densidad, por lo 

que se la denomina densidad postsináptica (DPS), y es una estructura altamente dinámica. 

Esto significa que su composición y capacidad de respuesta son modulables, alterando la 

fuerza de la transmisión sináptica, propiedad conocida con el nombre de plasticidad pos-

tsináptica. El espacio sináptico es muy estrecho (20-30 nm) y es generado por integrinas, 

quienes mantienen la presinapsis y la postsinapsis yuxtapuestas [62]. Los astrocitos parti-

cipan en la remoción de neurotransmisores del espacio sináptico, evitando que alcancen 
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concentraciones tóxicas, y en su reciclado. A demás, son capaces de responder a la activi-

dad sináptica y de regular la plasticidad de la sinapsis, participando en la transmisión, inte-

gración, procesamiento y almacenamiento de la información. Por ello se los considera un 

miembro importante de la sinapsis [63]. 

 

Figura 2. Esquema simplificado de la sinapsis tripartita. 

 Fusión de las VSs y liberación al espacio sináptico del neurotransmisor. 

 El neurotransmisor, luego de unirse a sus receptores específicos, cambia el potencial de la mem-

brana post-sináptica y desencadena cascadas de señalización intracelular. En sinapsis excitatorias, 

esto genera un nuevo potencial de acción. 

 En los astrocitos, el neurotransmisor puede unirse a receptores, activándolos, y también puede 

ser removido del medio por captación a través de proteínas transportadoras. 
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CICLO  DE  LAS  VESÍCULAS  SINÁPTICAS  Y  MAQUINARIA  PRESINÁPTICA  

DE  LIBERACIÓN  DE  NEUROTRANSMISOR 

La unidad de comunicación en una sinapsis es el neurotransmisor. Como se men-

cionó anteriormente, los neurotransmisores se almacenan en la terminal presináptica en 

VSs. En respuesta a la actividad eléctrica, las VSs entran en un ciclo que permite que sean 

reutilizadas manteniendo así la capacidad de respuesta de la neurona (Fig. 3).  

Las VSs se clasifican en distintas poblaciones según sus propiedades funcionales: el 

grupo listo para ser liberado (GLL), constituye el ~1 % de las VSs totales, consiste en vesí-

culas ancladas mediante proteínas a la zona activa H (ZA) y están disponibles para fusionar-

se inmediatamente ante una estimulación; el grupo de reciclado, representa un ~10-15 % 

de las VSs totales, estas VSs se reciclan y reponen la población continuamente y rápida-

mente, mantienen el rendimiento de liberación ante estimulaciones fisiológicas o modera-

das; el grupo de reserva (GR), la mayoría de las VSs pertenecen a este grupo, ~80-90 %, 

son muy resistentes a fusionarse en neuronas de mamíferos y sólo se liberan ante estimu-

laciones intensas, cuando las VSs de reciclado se agotan [64]. La velocidad de intercambio 

entre el GLL y las vesículas de reciclado es muy rápida, mientras que las VSs del GR se mez-

clan muy lentamente con las otras poblaciones (o no se mezclan). El GR y el grupo de reci-

clado también se diferencian en el mecanismo de reciclado. Ante estimulaciones modera-

das, que sólo inducen la exocitosis del grupo de reciclado, estas vesículas son recuperadas 

por un mecanismo de endocitosis rápido mediado por clatrina. Cuando la estimulación es 

intensa y prolongada, se produce la movilización y fusión de un gran número de vesículas 

de reserva, esto gatilla la activación de un mecanismo de endocitosis masivo que es más 

lento y costoso energéticamente. Este mecanismo requiere intermediarios del tipo endo-

somal y repone exclusivamente las VSs del GR [65]. Además, se postula la existencia de un 

tercer mecanismo de endocitosis, ultraveloz, que recuperaría sólo las VSs del GLL y del 

grupo de reciclado, denominado kiss-and-run (nombre en inglés que literalmente significa 

besar-y-correr). En este caso ocurriría una fusión transitoria con la membrana plasmática y 

la vesícula se recuperaría por el simple cierre del poro de fusión [66,64]. Mientras que las 

                                                      
H
 La ZONA ACTIVA es una zona especializada de la membrana plasmática presináptica que se encuentra 

exactamente opuesta a la DPS. Está formada por una matriz compleja de proteínas que ancla y prepara a las 
VSs para la exocitosis, entre ellas SNAREs, proteínas adaptadoras, canales de Ca

2+
, quinasas. Este complejo 

media la probabilidad de liberación y la plasticidad presináptica contribuyendo a la regulación de la fuerza 
sináptica. 
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vesículas del GLL se encuentran posicionadas a pocos nm de la ZA, las VSs del grupo de 

reciclado y del GR están distribuidas en el interior de la terminal presináptica, entremez-

cladas entre ellas (es decir que no se encuentran segregadas anatómicamente). Estudios 

recientes proponen que las características funciones únicas que posee cada población de 

VSs podrían estar determinadas por su composición proteica y/o grado de asociación al 

citoesqueleto [67].  

 

Figura 3. Representación esquemática del ciclo de las vesículas sinápticas. 

En terminales en reposo, las VSs son ancladas y preparadas para exocitar, mediante SNAREs y otras 
proteínas de la ZA. La despolarización lleva al aumento de [Ca2+]i y la rápida fusión del GLL. Estímu-
los intensos, se activa la  movilización y posterior fusión del GR. Las distintas poblaciones de VSs se 

reponen mediante endocitosis, reciclado y recaptado de las VSs a los diferentes grupos. 
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En cuanto a la maquinaria molecular que controla las diferentes fases del ciclo de 

las VSs, las etapas de exo/endocitosis y su regulación por Ca2+ han sido los procesos más 

ampliamente estudiados. De hecho, por el descubrimiento de dichos mecanismos obtuvie-

ron el premio Nobel en Fisiología o Medicina los Dres. Rothman, Schekman y Südhof en 

2013, y los Dres. Neher y Sakmann en 1991, respectivamente. A excepción de la fusión de 

las membranas de la ZA y la VS, el resto de procesos involucrados en el ciclo de las VSs son 

dependientes de [Ca2+]i, ya sea directa o indirectamente. Cuando el impulso nervioso al-

canza la terminal del axón se produce la apertura de canales de Ca2+ activados por voltaje 

(CCAV) y el aumento localizado de Ca2+ (es decir, en la vecindad inmediata del canal; los 

dominios de aumento de Ca2+ pueden ser del orden de los nm o de los µm dependiendo de 

la intensidad y el tiempo de estimulación). Este aumento de [Ca2+]i regula la velocidad de 

intercambio entre el GLL y el grupo de reciclado, la velocidad de endocitosis y la velocidad 

de reclutado y anclado de nuevas VSs a la ZA [68]. El mecanismo de exocitosis es mediado 

por SNAREs y regulado por proteínas adaptadoras, quinasas y chaperonas. Involucra tres 

etapas: el anclado de las VSs a la ZA mediante el ensamblado del complejo SNARE alta-

mente estable; la preparación, que posiciona a los complejos proteínicos y las VSs de for-

ma que responden rápidamente al aumento de [Ca2+]i; y la fusión de las membranas [69] 

(ver Fig. 3). La endocitosis es mediada por un grupo de proteínas llamadas defosfinas, ya 

que son activadas por desfosforilación rápida y coordinadamente ante el aumento de 

[Ca2+]i. La única fosfatasa (conocida) que regula este proceso es calcineurina (CN). Consta 

de cuatro etapas: nucleación, donde se forma el complejo adaptador que recluta a clatrina 

y el complejo de nucleación que permite el crecimiento de la cobertura; invaginación, 

donde se forma la vesícula; fisión, mediada por dinamina; y desensamble del recubrimien-

to [70]. La endocitosis masiva discutida anteriormente también es dependiente de CN, 

pero difiere en las proteínas adaptadoras y en los pasos (primero se forma un gran endo-

soma de reciclado y luego se desprenden las VSs individuales en un proceso mediado por 

clatrina; ver Fig. 3) [65]. 

Cuando la terminal nerviosa está en reposo, la mayoría de las VSs se encuentran 

inmovilizadas. El mantenimiento de las VSs dentro de la terminal (que de otra forma se 

dispersarían en el axón) se adjudica en gran parte a sinapsina I (SinI), proteína que será 

descripta en detalle en la siguiente sección. Además, los agregados de VSs se encuentran 

estrechamente rodeados de citoesqueleto de actina (“encerradas en una caja de actina”), 

lo cual se postula que tendría la doble función de evitar la dispersión y pérdida de las VSs 
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(manteniendo su posición cercana a la ZA) y de direccionar de vuelta hacia los agregados a 

las VSs recicladas [64]. 

SINAPSINAS  Y  REGULACIÓN  DE  LA  LIBERACIÓN  DE  NEUROTRANSMISOR  

Las sinapsinas (syns) fueron descubiertas y caracterizadas por el Dr. Paul Greengard 

y su grupo, y por estos descubrimientos recibió, junto con los Dres. Carlsson y Kandel, el 

premio Nobel en Fisiología o Medicina en el año 2000. Las syns son las fosfoproteínas ma-

yoritarias en SNC y su familia está codificada por tres genes, SYN1, SYN2 y SYN3, que por 

empalme alternativo generan 10 isoformas (syn Ia-b, IIa-b, IIIa-f). A pesar de que los distin-

tos miembros de esta familia poseen diferentes patrones de expresión en cerebro, la ma-

yoría de las terminales nerviosas coexpresan varias isoformas, indicando que sus funciones 

serían complementarias [71]. Las syns son sustratos de numerosas y variadas modificacio-

nes postraduccionales, entre ellas fosforilación/desfosforilación, N-acetilación, metilación, 

fucosilación, formación de isoaspartato y piroglutamato, deaminación, oxidación de triptó-

fano, etc. Estas modificaciones podrían regular la capacidad de syns de oligomerizar y de 

interactuar con otras proteínas y con fosfolípidos [71]. Se han descripto roles de syns tanto 

durante el desarrollo del SNC como en el funcionamiento de sinapsis en SNC adulto. En el 

desarrollo, syns participarían en el crecimiento de neuritas y en la formación, manteni-

miento y rearreglo de contactos sinápticos [72].  En cerebro maduro, se proponen funcio-

nes de syns de pre- y post-anclado de las VSs a la ZA. El rol de syns en el pre-anclado de 

VSs sería su función central (y más ampliamente estudiada) como conector en la matriz 

intervesicular (MI) I. De esta forma determina la localización subcelular de las VSs en la 

presinapsis y la retención de las VS en el botón sináptico en forma de agregados compac-

tos, previniendo su dispersión. Las syns regulan el número de VSs que están disponibles 

para ser exocitadas ante una estimulación sostenida, modulando la moviliza-

ción/inmovilización de VS a partir de los agregados (es decir, modulando la estabilidad de 

la MI) [73]. De esta manera modifican las propiedades plásticas de la presinapsis actuando 

como restrictoras  (o sea, contribuyen a la tenacidad de la terminal) y como integradoras 

de señales (ya que su función depende del conjunto de modificaciones postraduccionales 

                                                      
I
 La matriz intervesicular es una red difusa de filamentos que mantienen unidas entre sí a las VS, cuya com-
posición sería diferente a la de la matriz axoplásmica, es decir, por fuera de los agregados. Está compuesta 
principalmente por syns I y II, pero también se ha demostrado la participación de otras proteínas (cuya iden-
tidad es aún desconocida). 
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que acumule) [74]. La participación de syns en procesos de post-anclado es más controver-

sial. Algunos autores han propuesto que podrían regular etapas tardías de la exocitosis, es 

decir la preparación y la fusión de VSs (lo cual modificaría la probabilidad de liberación del 

neurotransmisor) [75]. Además, se postula que syns podrían comportarse como las desfos-

finas (e incluso interaccionar con algunas de ellas)  y de esta manera promoverían la endo-

citosis de VSs al mismo tiempo que desestabilizarían la MI. Finalmente, también regularían 

etapas tardías de la endocitosis, es decir la recuperación de VS y la reconstitución de los 

agregados, a través de su interacción con actina en la zona periactiva J [76,73].  

Dentro de la familia de syns, sinapsina I (SynI) ha sido la primera en descubrirse y 

su estructura, función y modificaciones postraduccionales se conocen más detalladamen-

te. La mayoría de los roles descriptos en el párrafo anterior son mediados por este miem-

bro de la familia. En la Fig. 4 se muestran los diferentes dominios de SynI (isoforma a) jun-

to con un resumen de sus características, sus propiedades de interacción con lípidos y pro-

teínas, y las modificaciones que pueden sufrir (basado en las referencias [71] y [73]). A 

pesar de todos los cambios postraduccionales que le han sido adjudicados, sólo la fosfori-

lación/desfosforilación de SynI se ha relacionado fehacientemente al control de los agre-

gados de VSs (aunque se postula que sólo esta modificación no sería suficiente para su 

funcionamiento). Los sitios de fosforilación de SynI pueden dividirse en tres grupos según 

la quinasa de la cual son sustrato: sitio de proteína quinasa A (PKA), sitios de quinasa regu-

lada por señales extracelulares 1 y 2 (Erk1/2) y sitios de quinasa dependiente de Ca2+-

calmodulina II (CaMKII). PKA fosforila el sitio 1 de SynI (Ser 9), el cual se encuentra en el 

dominio A. Esta fosforilación inhibe la unión directa a fosfolípidos, es decir, disminuye la 

interacción con VSs [77]. Los sitios 2 y 3 (Ser 566 y 603) se ubican en el dominio D y son 

sustrato de CaMKII, siendo desfosforilados por proteína fosfatasa 2A (PP2A). Mientras 

PP2A posee actividad en condiciones basales, CaMKII es activada luego del incremento de 

[Ca2+]i, lo cual lleva a que estos sitios presenten niveles de fosforilación muy bajos en pre-

sinapsis en reposo y aumenten proporcionalmente al estímulo [78]. La fosforilación de los 

sitios 2/3 es la que provoca los mayores cambios conformacionales en SynI, afectando no 

sólo al dominio D sino también al C [79], y reduce drásticamente la afinidad por actina y 

por VSs tanto directa como indirectamente, mediante la regulación de la oligomerización 

de syns (ya que la formación de dímeros de syns es necesaria para formar la MI) [77]. 

                                                      
J
 La zona periactiva corresponde a la región que rodea a la zona activa y la periferia de los agregados de VS. 
Se encuentra muy enriquecida en actina. 
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Erk1/2 fosforila a los sitios 4,5 y 6,7 (Ser 62,67 y Ser 549, 551), situados en los dominios B y 

D, respectivamente. Estos sitios son desfosforilados por CN, la única fosfatasa conocida 

que se activa por la unión a Ca2+ y a Ca2+-calmodulina [80]. Al contrario de lo que sucedía 

para los sitios 2 y 3, en los sitios 4,5 y 6,7 es la quinasa, Erk1/2, la que posee algo de activi-

dad basal, y la fosfatasa, CN, se activa ante el aumento de [Ca2+]i. Por esto, los sitios 4,5 y 

6,7 se encuentran parcialmente fosforilados en terminales en reposo y, dependiendo de la 

intensidad y/o tiempo de la estimulación, pueden fosforilarse aún más o desfosforilarse 

luego de la despolarización [78,81]. La fosforilación de SynI en estos sitios disminuye su 

afinidad por G- y F-actina y también inhibe su capacidad de nuclear y polimerizar G-actina 

y de formar manojos de F-actina, sin alterar la unión a fosfolípidos [82,83]. Como conse-

cuencia de las diferentes distribuciones subcelulares de las quinasas, fosfatasas, actina y 

otras proteínas la maquinaria presináptica, en combinación con el gradiente de concentra-

ción de Ca2+ generado por la estimulación, se postula que habría distintos grupos de syns 

que cumplirían roles diferentes dentro del ciclo de las VSs. Retomando los conceptos del 

párrafo anterior, los sitios de PKA y CaMKII en SynI regularían las funciones de pre-anclado 

(retención de las VSs y formación de la MI), mientras los sitios de Erk1/2 participarían en el 

post-anclado (reciclado y recaptado de VSs en la zona periactiva). 

 

 

 
Figura 4. Dominios en la secuencia de SynIa de rata, modificaciones postraduccionales e interacción 

con lípidos y proteínas. 
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EL  SINAPTOSOMA  COMO  SISTEMA  MODELO  PARA  EL  ESTUDIO  DEL  CI-

CLO  DE  LAS  VESÍCULAS  SINÁPTICAS  Y  LA  LIBERACIÓN  DE  NEURO-

TRANSMISOR 

Los sinaptosomas son terminales nerviosas (también llamadas botones sinápticos 

o, antiguamente, varicosidades) que han sido separadas del axón, y de la neurona pos-

tsináptica y la glía, durante la homogeneización del tejido. Luego de esto, la membrana 

vuelve a sellarse, manteniendo en su interior el citoplasma intacto, el citoesqueleto, mito-

condrias, VSs y toda la maquinaria molecular presináptica (Fig. 5). Es un sistema totalmen-

te funcional y es el más simple que puede purificarse en mamíferos. Pueden prepararse a 

partir de un homogenato de SNC (ya sea completo o sólo del área de interés) de cualquier 

animal (vertebrado o invertebrado) sin importar su edad, a diferencia de los cultivos pri-

marios de neuronas u organotípicos que constituyen preparaciones metodológicamente 

más complejas y con restricciones de edad (deben utilizarse animales en etapas prenatales 

o postnatales tempranas) [84]. El método de homogeneización no afecta fuertemente la 

formación de los sinaptosomas [85] si se realiza en medios no iónicos e isosmóticos [86], y 

distintas técnicas de purificación resultan en estructuras morfológicamente similares (ana-

lizadas por microscopía electrónica), que se diferencian en el grado de contaminación con 

restos celulares, mielina y mitocondrias libres [86-88]. Una desventaja de estas prepara-

ciones es que no son homogéneas en cuanto al tipo de neurotransmisor (no hay evidencias 

que durante la purificación se favorezca alguna en particular), sin embargo recientemente 

se han podido aislar poblaciones específicas de sinaptosomas (con un sólo tipo de neuro-

transmisor) en un alto grado de pureza utilizando marcadores y citometría de flujo [89]. 

Otra desventaja es que sinapsis de gran tamaño (como las de las fibras musgosas en el 

cerebelo) sufren rupturas y no pueden ser purificadas por los métodos tradicionales. 

La primer gran ventaja de los sinaptosomas es que constituyen una preparación de 

mitocondrias neuronales más homogénea que las obtenidas por métodos de purificación 

de mitocondrias a partir de tejido nervioso, con el beneficio de que éstas además conser-

van su entorno fisiológico, es decir, el citoplasma y la membrana plasmática con sus com-

ponentes y mecanismos intactos [90]. Esto ha posibilitado el estudio de la velocidad y pa-

sos de producción de ATP, el metabolismo de glucosa, aminoácidos y sustratos oxidantes, 

la transferencia de equivalentes reductores y de sustratos con el citosol, la cadena respira-

toria, la interdependencia entre la producción de ATP y la liberación de Ca2+ desde la mito-
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condria con el transporte de iones y nutrientes a través de la membrana plasmática así 

como sus efectos en el ciclo de las VSs y la liberación de neurotransmisor [91]. 

La segunda gran ventaja es que los sinaptosomas son muy similares a las terminales 

nerviosas intactas en cuanto a las propiedades eléctricas, bioquímicas, metabólicas y mor-

fológicas, ya sea que se comparen con cultivos neuronales o rodajas de tejido [86]. Esto ha 

permitido el estudio de los mecanismos involucrados en el ciclo de las VSs, es decir: el fun-

cionamiento de la maquinaria de exocitosis y endocitosis, la participación de diferentes 

quinasas y fosfatasas, el descubrimiento y la purificación de nuevas proteínas neuronales y 

sus funciones, la cinética y la regulación de la liberación de neurotransmisor, el funciona-

miento de canales iónicos, el funcionamiento, el reciclado y la señalización de diferentes 

receptores (ionotrópicos y metabotrópicos) y transportadores de membrana, la cinética de 

los microdominios de [Ca2+], el efecto de neurotoxinas y otras drogas, los cambios neuro-

nales en enfermedades neurodegenerativas y durante el envejecimiento, etc. [86,90]. Re-

cientemente, mediante la combinación de técnicas de microscopía de fluorescencia de alta 

resolución, microscopía electrónica, proteómica, lipidómica y simulaciones de dinámica 

molecular, y gracias al uso de los sinaptosomas, se pudo generar un mapa tridimensional 

de una VS promedio (conteniendo las proporciones y distribuciones superficiales de los 

distintos tipos de lípidos y proteínas que la forman) y también de una terminal nerviosa 

completa (con la cantidad, distribución y posición de las proteínas y las organelas que la 

componen; ver Fig. 5) [92,93]. Estos trabajos dejan en evidencia la extremada complejidad 

de la presinapsis y de la red de proteínas que la conforman, mostrando una clara diferen-

cia entre los esquemas utilizados para explicar su funcionamiento y la realidad. 

 

 

Figura 5. En la parte superior izquierda, imagen de microscopía electrónica de un sinaptosoma (rea-
lizada en nuestro laboratorio), el cual contiene una mitocondria y numerosas vesículas sinápticas en 

forma de agregados, y se encuentra unido a la DPS (la cual se observa como una membrana con 
mayor grado de tinción en la región inferior izquierda de la imagen). Centro izquierda, modelado de 
una VS seccionada mostrando las proteínas que la conforman (tomado de [92]). A su lado, simula-
ción de una VS inmersa en la MI, es decir, el agregado de VSs. Zona inferior, se muestra la recons-

trucción tridimensional (a escala) del sinaptosoma. La ZA se esquematiza como una región rojiza de 
la membrana sinaptosomal. La nomenclatura de las proteínas mostradas se encuentra en la parte 

superior derecha (extraído de [93]).  

 



Alteraciones glutamatérgicas en la EAE 

INTRODUCCIÓN Página 34 

 

 

 



 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aprende del pasado, vive el presente, ten es-

peranza en el futuro. Lo importante es nunca 

dejar de preguntarse. 

 

Albert Einstein. 

  

 
OBJETIVOS 
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Como se describió en la introducción de esta tesis, tanto la EM como la EAE consti-

tuyen patologías con una amplia variedad de manifestaciones clínicas, y son producto de la 

compleja interacción entre factores ambientales, inmunológicos y neurológicos. Ya no se 

las considera enfermedades puramente desmielinizantes, sino que cada vez se le atribuye 

mayor importancia a la componente neurodegenerativa. Este cambio en la comunidad 

científica no sólo se debe al avance tecnológico, sino también a la falta de correlación, tan-

to en pacientes como en modelos animales, entre la desmielinización y la acumulación 

irreversible de discapacidad. Sin embargo, a pesar del gran número de trabajos que se pu-

blican cada año en esta área, el mecanismo de neurodegeneración K aún no se conoce en 

detalle. Particularmente, en nuestro laboratorio se describió por primera vez que, en un 

modelo agudo de EAE, sinaptosomas corticales liberan menor cantidad del neurotransmi-

sor excitatorio glutamato [95]. Esto también fue observado, posteriormente, en un modelo 

de EAE crónico por otro grupo de investigación [27]. Mientras que estructuras como el 

cerebelo, el estriado y el hipocampo han sido clásicamente estudiadas en los últimos años, 

las alteraciones y la participación de la corteza cerebral en el desarrollo de la EAE han sido 

pobremente exploradas. En pacientes con EM, cambios en la activación y en la conectivi-

dad de la corteza han sido relacionados con problemas motrices, fatiga mental y deterioro 

cognitivo general [44,46,49]. Por estas razones, el estudio de los mecanismos responsables 

de la disfunción neuronal en la corteza de animales con EAE no sólo sería novedoso sino 

que tendría relevancia para la comprensión del proceso patológico en humanos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                      
K
 La definición de neurodegeneración, incluye no sólo a la muerte neuronal y/o axonal, sino también a la 

degradación paulatina o el proceso de pérdida de las funciones y estructuras neuronales, que pueden o no ser 
reversibles [94]. 
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OBJETIVO  GENERAL 

Comprender los eventos bioquímicos que llevan a la disfunción neuronal en la cor-

teza de animales con Encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) y su posible impli-

cancia en la inducción de los síntomas clínicos y el desarrollo de la enfermedad. 

 

OBJETIVOS  ESPECÍFICOS 

 Analizar en detalle la liberación de glutamato y sus componentes en sinaptosomas cor-

ticales durante diferentes etapas clínicas de la EAE. 

 Investigar las bases bioquímicas de las alteraciones en la liberación de glutamato: 

o Examinar las fosfatasas y quinasas involucradas en el proceso de liberación del 

neurotransmisor, con énfasis en cambios de fosforilación y redistribución subcelu-

lar de sinapsina I. 

o Caracterizar morfológicamente a los sinaptosomas de ratas con EAE y estudiar la 

movilización de vesículas sinápticas. 

 Estudiar la posible correlación espacial y temporal entre eventos inflamatorios y las 

alteraciones presinápticas.  



 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ten fe ciega no en tu capacidad para el triunfo, 

sino en el ardor. 

 

Horacio Quiroga. 

  

 
MATERIALES Y MÉTODOS  
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MATERIALES 

REACTIVOS 

Adyuvante de Freund completo (AFC), albúmina sérica bovina (ABS), enzima deshi-

drogenasa de glutamato (GDH), NADP+, ácido L-glutámico y 4-aminopiridina (4-AP) fueron 

adquiridos en Sigma-Aldrich Co. LLC (St. Louis, MO, USA). Percoll fue obtenido de GE 

Healthcare (General Electric Company, Fairfield, CT, USA). TRIzol Reagent, DNAsa I y SYBR 

green PCR master mix se adquirieron en Invitrogen (Life Technologies, Thermo Fisher Sci-

entific, Waltham, MA, USA). Inhibidor de RNAsas recombinante (RNasin) y enzima trans-

criptasa reversa M-MLV se compraron en Promega (Madison, WI, USA). Cuando fue nece-

sario, la concentración de proteínas de las muestras fue determinada mediante el método 

de Bradford utilizando un reactivo comercial (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). El resto de reac-

tivos utilizados fueron de calidad analítica, de la mayor pureza disponible. 

MIELINA  BOVINA 

La mielina total se obtuvo a partir de médula espinal bovina fresca siguiendo el pro-

tocolo de purificación de Haley y cols. [96], el cual consiste en tres ciclos de ultracentrifu-

gación (75.000 x g) en un gradiente discontinuo de sacarosa (0,8 y 0,32 M), alternados con 

lisis osmótica en agua bidestilada y deionizada. La fracción de membranas de mielina re-

sultante fue liofilizada durante 24-48 h y almacenada a -20 °C. 

ANIMALES 

Se utilizaron ratas de una cepa originalmente Wistar endocriada en el Bioterio del 

Departamento de Química Biológica-CIQUIBIC de la Facultad de Ciencias Químicas por más 

de 40 años. Los animales fueron mantenidos en condiciones estándares de luz y tempera-

tura, y fueron tratados de acuerdo a las regulaciones de la Guía para el cuidado y uso de 

animales de laboratorio del Instituto nacional de salud (NIH) de los Estados Unidos. El Co-

mité para el uso y cuidado de animales de la Facultad de Ciencias Químicas aprobó todos 

los procedimientos experimentales utilizados (exp. No. 15-99-40426), los cuales fueron 

diseñados de manera de minimizar el sufrimiento y el número de los animales usados. 



Alteraciones glutamatérgicas en la EAE 

MATERIALES Y MÉTODOS Página 40 

ANTICUERPOS 

 
Tabla 1. Anticuerpos primarios y secundarios empleados en la presente tesis de doctorado. 
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MÉTODOS 

INDUCCIÓN  ACTIVA  DE  LA  EAE 

Ratas de 40-45 días de edad, de ambos sexos, fueron anestesiadas con una inyec-

ción intraperitoneal (ip) de una mezcla de ketamina:xilazina 3:1 (100 µL cada 100 g de peso 

corporal). Posteriormente fueron inyectadas intradérmicamente en las almohadillas de 

grasa de ambas patas traseras con 0,5 mL de una emulsión constituida por 8 mg de mielina 

bovina homogeneizada en 0,25 mL de AFC y 0,25 mL de solución tampón de fosfato salino 

(PBS; grupo EAE). Los animales controles recibieron 0,5 mL de la misma emulsión sin pre-

parado antigénico (grupo AFC). 

A fin de seguir el curso clínico de la patología los animales fueron pesados y exami-

nados diariamente. La severidad de los signos clínicos fue graduada de acuerdo a la si-

guiente escala: 0- similar al control; 1- flacidez de la cola, dificultad para recuperar la posi-

ción normal; 2- ataxia moderada, parálisis de las extremidades posteriores; 3- ataxia seve-

ra, parálisis completa de las extremidades posteriores e incontinencia urinaria; 4- cuadri-

plejia severa; 5- estado moribundo o muerte. 

PERFUSIÓN  E  HISTOLOGÍA 

El día de aparición de los signos clínicos, 2 animales de cada grupo experimental 

(EAE y AFC) fueron anestesiados con una mezcla de ketamina:xilazina 3:1 (200 µL cada 100 

g de peso corporal). Con el fin de fijar el tejido cerebrar se realizó una perfusión utilizando 

una bomba peristáltica P-3 (código 19-0626-01, Pharmacia, Estocolmo, Suecia), con man-

gueras de goma de 2 mm de diámetro interno (1 mm de espesor) y agujas de puntas ro-

mas de 21 G. La misma se realizó a través del ventrículo cardíaco izquierdo, previa oclusión 

de la aorta descendente de forma tal de sólo fijar el cerebro. Primeramente se lavó la san-

gre con solución tampón de fosfato 0,1 M (PB; 0,016 M NaH2PO4, 0,084 M Na2HPO4) a 4 °C 

y a 1.000 mL/h por 10 min. A continuación se fijó el tejido con paraformaldehído (PFA) 4 % 

en PB a a 4 °C y a 600 mL/h por 30 min. Cerebro, cerebelo y tronco encefálico fueron ex-

traídos de la cavidad craneal e incubados en PFA 4 % en PB a 4 °C por 24 h. Para criopro-

tección, los tejidos fueron pasados a soluciones de sacarosa de concentración creciente 

(15 % y 30 % en agua bidestilada y deionizada) hasta que decantaran al fondo del recipien-
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te. Finalmente, fueron embebidos en medio de montaje Cryoplast® (Biopack, Buenos Ai-

res, Argentina) y conservados a -80 °C. Secciones sagitales de 20 µm de espesor fueron 

cortadas con criostato y adheridas a portaobjetos de vidrio previamente silanizados. De 

esta forma se almacenaron a -20 °C hasta su uso. 

I.  Azul de Toluidina  

Esta tinción se utilizó para nalizar la apariencia e integridad del tejido. Se empleó 

una solución de azul de toluidina 0,25 % en tampón ácido (ácido acético 0,088 M, acetato 

de sodio 0,012 M). Los criocortes, previamente secados durante toda la noche a 37 °C, se 

colorearon por 30 s sumergidos en azul de toluidina, y luego se lavaron con agua destilada. 

Las muestras se dejaron secar a temperatura ambiente y se montaron con líquido de mon-

taje símil bálsamo de Canadá. 

II.  Azul de Luxol Rápido 

Esta es una tinción clásica para marcar mielina en el SNC. Se secaron los criocortes 

toda la noche a 37 °C y se lavaron 2 veces por 5 min en PBS. Posteriormente se incubaron 

en la solución de azul de luxol rápido (azul de luxol rápido 1,0 %, etanol 95 %, ácido acético 

0,5 %) toda la noche, en oscuridad, a 60 °C. El día siguiente, se enjuagaron las muestras 

con alcohol 95 % y agua destilada. Luego se realizó el siguiente procedimiento: incubación 

en Li2CO3 0,05 % por 30 s, dos cambios de etanol 70 % por 30 s, y lavado en agua destilada 

por 1 min. Este ciclo se repitió varias veces hasta observar contraste de color azul-celeste 

entre la MB y la MG. Finalmente, se deshidrataron los cortes en soluciones de concentra-

ción creciente de etanol (70 %, 95 % y 100 %, durante 30 s cada una) y se montaron con 

líquido de montaje símil bálsamo de Canadá. 

Los tejidos teñidos con azul de toluidina o con azul de luxol rápido fueron observa-

dos y fotografiados utilizando un microscopio Axioplan (Carl Zeiss) equipado con objetivos 

20x y 40x (de aire) y una cámara Olympus XM10. 

III.  Inmunohistoquímica 

Los criocortes fueron secados durante toda la noche a 37 °C y se lavaron en PBS 3 

veces por 10 min cada una. Luego los tejidos se permeabilizaron durante 15 min a tempe-

ratura ambiente con Tritón X-100 0,2 % en PBS, y se bloquearon con SFB 4 % (preparado 

en la solución de permeabilización) por 1 h a temperatura ambiente. A continuación, se 

agregaron los anticuerpos primarios (preparados en solución de bloqueo, ver diluciones en 
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Tabla 1) y se incubaron toda la noche a 4 °C (todo el procedimiento debe realizarse en cá-

mara húmeda). Al día siguiente se lavaron los cortes con PBS 3 veces por 10 min cada una 

y se marcaron con los anticuerpos secundarios (preparados en PBS, ver diluciones en Tabla 

2) durante 1 h a temperatura ambiente. Finalmente, se incubó con una solución de DAPI 

por 5 min a temperatura ambiente, se realizaron tres lavados de 10 min y se montó utili-

zando Mowiol. Los tejidos fueron fotografiados utilizando un microscopio confocal Olym-

pus Fluoview 1000, objetivos 20x y 60x (de inmersión), y se analizaron con el programa 

ImageJ (NIH). Las áreas a fotografiar se seleccionaron mediante la coloración con Dapi. 

FRACCIONAMIENTO  SUBCELULAR 

I.  Obtención de sinaptosomas  

Los sinaptosomas fueron purificados según la técnica descripta por Dunkley y cols. 

[97], puesta a punto en nuestro laboratorio por Vilcaes y cols. [95]. Los animales fueron 

sacrificados por decapitación y cerebro y cerebelo fueron extraídos. El cerebro fue disec-

tado y se extrajo la corteza frontal, la cual incluye a las cortezas motriz y prefrontal (ver 

detalles y coordenadas del corte referidas al atlas en el Anexo I). 

Los tejidos fueron homogeneizados individualmente en 10 mL de solución del gra-

diente (GB; sacarosa 0,32 M, EDTA 1 mM, DTT 1,25 mM, pH=7,3-7,4) y centrifugados a 

3.000 x g por 5 min a 4 °C. El sobrenadante resultante se colocó sobre un gradiente discon-

tinuo compuesto de fases de Percoll 3 %, 10 % y 23 % (preparado en GB, pH=7,3-7,4), y fue 

centrifugado a 32.500 x g durante 5 min a 4 °C. De esta forma los restos membranosos y la 

mielina son retenidos en la interfase entre el Percoll 3 % y el 10 %, los sinaptosomas se 

acumulan en la interfase formada entre el Percoll 10 % y el 23 %, y las mitocondrias sedi-

mentan a la base del tubo. Los sinaptosomas son extraídos (2 mL aproximadamente), re-

suspendidos en 20 mL de solución tampón de HEPES (HBM; NaCl 140 mM, KCl 5 mM, 

NaHCO3 5 mM, Na2HPO4 1,2 mM, D-Glucosa 10 mM, MgCl2 1 mM, HEPES 10 mM, pH=7,4), 

y centrifugados a 27.000 x g por 10 min a 4 °C. El sedimento resultante fue resuspendido 

suavemente en 2 mL de HBM y conservado a 4 °C hasta su uso. En estas condiciones, los 

sinaptosomas conservan su funcionalidad durante unas 4-5 h.  
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II.  Obtención de vesículas sinápticas y membrana sinaptosomal  

El protocolo de obtención de vesículas sinápticas fue diseñado en base al de Hutt-

ner y cols. [98] (ver control de identidad y contaminación de las diferentes fracciones sub-

celulares en la Fig. 6). Los sinaptosomas fueron sometidos a un choque osmótico mediante 

dilución 1:9 con agua bidestilada y deionizada, y homogeneizados vigorosamente durante 

2 min. A esto se le adicionaron 100 µL de HEPES/NaOH 1 M pH=7,4 y se incubó a 4 °C du-

rante 30 min, tras lo cual se centrifugó a 25.000 x g por 20 min a 4 °C. El sedimento resul-

tante corresponde a la fracción de membranas sinaptosomales (principalmente plasmáti-

ca). El sobrenadante volvió a centrifugarse, a 200.000 x g durante 1 h 30 min a 4 °C. La 

fracción de vesículas sinápticas aparece como un sedimento muy pequeño, difuso y trans-

parente cerca de la base del tubo. 

 
Figura 6. Revelado por Western blot de marcado-

res específicos en las diferentes fracciones subcelu-
lares. Na+/K+-ATPasa se utilizó como marcador de 
membrana plasmática. VGluT1 como marcador de 

vesículas sinápticas (recordar que la fracción de 
membrana sinaptosomal incluye vesículas ancla-

das). Observar los bajos niveles de Sinapsina I en el 
citoplasma sinaptosomal. Tubulina muestra una 

distribución ubicua, validando su uso como control 
de siembra. En la calle de Sinaptosoma se sembró 
la mitad de muestra (medidos como µg de proteí-

na) que en el resto de calles. 
 
 
 
 

ENSAYO  DE  LIBERACIÓN  DE  GLUTAMATO 

El seguimiento del glutamato liberado por los sinaptosomas se realizó en base a la 

metodología descripta por Nicholls y Sihra [99], y posteriormente puesta a punto en nues-

tro laboratorio por Vilcaes y cols. [95]. La misma consiste en medir el glutamato de manera 

indirecta acoplándolo a la siguiente reacción: 
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Ya que NADPH es una molécula fluorescente, esto permite seguir en tiempo real la 

liberación de glutamato, excitando la muestra a 340 nm y midiendo la emisión a 455 nm 

(ancho de rendijas de 5 y 3 mm respectivamente). 

Las muestras de sinaptosomas fueron diluidas en HBM a una concentración final de 

300 mg de proteínas cada 1 mL y trasvasadas a una cubeta de cuarzo a 37 °C con agitación 

continua en un espectrofluorómetro FluoroMax-P (HORIBA Jobin Yvon, Kyoto, Japón). Lue-

go de 2 min, se agregaron NADP+ 1mM y CaCl2 1,2 mM o  CdCl2 10 µM, y se incubó durante 

otros 3 min. Luego se adicionó la enzima GDH, 50 μ/mL, y se esperó hasta que el glutama-

to extrasinaptosomal fuera consumido por completo (aproximadamente 5 min, ver Fig. 7). 

Para despolarizar los sinaptosomas e inducir la liberación de neurotransmisor se utilizó 4-

AP 3 mM, una droga que bloquea canales de potasio dependientes de voltaje de la familia 

Kv1 generando una estimulación repetitiva que simula a la excitación fisiológica [100]. La 

liberación de glutamato se siguió indirectamente mediante el registro de la fluorescencia 

de NADPH cada 1 s durante 8-10 min, tiempo en el cual la cantidad de glutamato liberado 

alcanza una meseta. En ese momento, se adicionaron como patrón interno 4 nmol de L-

glutamato, cuyo cambio de fluorescencia se utilizó para transformar la intensidad de emi-

sión en nmol de glutamato liberados por mg de proteína sinaptosomal (Fig. 7). 

 
 
 

Figura 7.  Seguimiento en 
tiempo real de la fluorescencia 
de NADPH en sinaptosomas de 

cerebro de ratas Wistar nor-
males. Luego de que la GDH 
ha consumido todo el gluta-
mato extrasinaptosomal, se 

despolariza con 4-AP. La can-
tidad de glutamato liberado se 
cuantifica a través de la señal 

del patrón interno (previamen-
te se comprobó la linealidad 

de esta relación en el rango de 
concentraciones estudiados). 
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CUANTIFICACIÓN  DEL  GLUTAMATO  TOTAL  INTRASINAPTOSOMAL 

Una alícuota de 150 µg de proteína de las muestras empleadas para el ensayo de 

liberación de glutamato fue centrifugada a 10.000 x g por 5 min a 4 °C y el sedimento fue 

sometido a un choque osmótico y disolución de membranas por resuspensión vigorosa en 

agua bidestilada y deionizada con Tritón X-100 0,5 %. Luego de una incubación a 4 °C du-

rante 1 h, se centrifugó a 100.000 x g por 30 min a 4 °C y se diluyó al sobrenadante 10 ve-

ces con HBM. Para medir la concentración de glutamato, se les agregó a las muestras 

NADP+ 1 mM y GDH 50 u/mL y se incubaron a 37 °C durante 20 min, midiéndose la emisión 

de fluorescencia a tiempo final (integrando la señal 20 s). La curva de calibración se realizó 

con muestras de L-glutamato de diferente concentración, preparadas en HBM y sometidas 

a la misma catálisis enzimática que las muestras. 

INMUNOFLUORESCENCIA  DE  SINAPTOSOMAS 

La técnica fue desarrollada en base a la descripta por Millán y cols. [101], quienes 

gentilmente nos enviaron el protocolo detallado, el cual luego fue modificado para adap-

tarlo a nuestro sistema experimental. 

Una suspensión de sinaptosomas en HBM de concentración 1 mg de proteína cada 

1,5 mL fue incubada a 37 °C durante 15 min y disgregada suavemente con pipeta automá-

tica. 80 µL de esta suspensión se  colocaron sobre cubreobjetos (redondos, 12 mm de diá-

metro) previamente poli-lisinados y se incubaron durante 45 min a temperatura ambiente 

para permitir su adhesión a la superficie. Luego los sinaptosomas se fijaron durante 5 min 

con PFA 4 % en PBS (pH=7,4) y se pretrataron por 15 min con Tritón X-100 0,1 % y Glicina 1 

M en PBS (pH=7,4), para permeabilizar las membranas y disminuir la fluorescencia intrín-

seca, respectivamente. Los anticuerpos primarios fueron preparados en PBS con ASB 1 % y 

Tritón X-100 0,1 % (ver diluciones en Tabla 1), e incubados toda la noche a 4 °C en cámara 

húmeda. Luego de lavar, los anticuerpos secundarios se agregaron (ver Tabla 2), en la 

misma solución tampón de los primarios, y se incubaron durante 1 h a temperatura am-

biente, en cámara húmeda. El montado se realizó con FluorSave™ (Calbiochem, EMD Bios-

ciences, La Jolla, CA, USA) y los sinaptosomas fueron observados con un microscopio 

FV300 (Olympus, Tokyo, Japan) con un objetivo 60x y 2x de aumento. Para el análisis de la 

colocalización, se utilizó el programa ImageJ (NIH). Las imágenes fueron binarizadas y los 
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canales rojo y verde se multiplicaron, la cantidad de partículas en la imagen resultante 

corresponden a los sinaptosomas con colocalización de ambas marcaciones. Se contó el 

número de partículas circulares con diámetro entre 0,5 y 1,5 µm. 

ENSAYO  DE  FOSFORILACIÓN  DE  PROTEÍNAS 

El procedimiento fue diseñado en base al descripto anteriormente por Vilcaes y 

cols. [95], con leves modificaciones. Distintas alícuotas de 150 µg de sinaptosomas fueron 

resuspendidas en 500 µL de HBM e incubadas a 37 °C por 2 min. Luego se agregó CaCl2 1,2 

mM por otros 3 min (esta será la condición basal o tiempo 0 min), tras los cuales se añadió 

4-AP 3 mM. En cada alícuota se frenó la reacción a diferentes tiempos mediante la centri-

fugación en frío a 10.000 x g por 30 s seguida rápidamente de vigorosa resuspensión del 

sedimento en solución de muestra (SB; SDS 3 %, glicerol 10 %, Tris-HCl 0,067 mM, β-ME 

5%, azul de bromofenol, en agua bidestilada y deionizada) con inhibidores de fosfatasas 

(NaF 10 mM, Na3VO4 1 mM, glicerofosfato 1 mM). Finalmente, las muestras se calentaron 

a 100 °C por 5 min, se centrifugaron 1 min para decantar posibles agregados, y se sembra-

ron en geles de poliacrilamida para analizar los niveles de proteínas totales y fosforiladas. 

En otros casos, la despolarización de los sinaptosomas fue frenada por centrifugación se-

guida de resuspensión en agua bidestilada y deionizada con NaF 1 mM (choque osmótico), 

y se continuó con el protocolo de purificación de vesículas sinápticas descripto anterior-

mente. 

ELECTROFORESIS  Y  WESTERN  BLOT 

Cantidades iguales de proteínas fueron separadas por SDS-PAGE [102]. Resumida-

mente, se utilizaron geles de poli-acrilamida al 10 % y de 1 mm de espesor, y la corrida 

electroforética se realizó a voltaje creciente, desde 120 V a 180 V. Luego, las proteínas 

fueron electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa (poro de 0,45 µm) durante 60 

min a 350 mA. Para realizar el western blot, las membranas fueron bloqueadas con ABS 4 

% en solución tampón de Tris salino con Tween20 (TBS-T; Tris-HCl 20 mM, NaCl 137 mM, 

Tween20 0,1 %, pH=7,6). La incubación de los anticuerpos primarios (ver diluciones en la 

Tabla 1) se realizó en TBS-T con ABS 1 %, toda la noche en agitación a 4 °C. Los anticuerpos 

secundarios unidos a una molécula fluorescente (ver Tabla 1) se diluyeron en TBS-T y se 

incubaron por 1 h a temperatura ambiente en agitación. Luego de varios lavados, las 
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membranas fueron escaneadas con el equipo Odyssey Infrared Imager (LI-COR Inc., Lin-

coln, NE, USA) y las imágenes fueron analizadas utilizando el programa GelAnalyzer2010a 

(Lazer software). Las membranas fueron reutilizadas hasta tres veces, permitiendo la de-

tección de diferentes proteínas y de sus formas total y fosforilada en el mismo experimen-

to. Para ello, se realizó un tratamiento que desnuda a la membrana de todas las proteínas 

asociadas a ella y que consiste en incubación en una solución de NaOH 2 M durante 5 min 

a temperatura ambiente y en agitación. A continuación, se repitió el protocolo de Western 

blot desde el paso de bloqueo en adelante. En todos los casos, se marcó la proteína fosfo-

rilada en primera instancia y la proteína total en un segundo paso. 

El grado de fosforilación de las diferentes proteínas analizadas se relativizó a la in-

tensidad de fluorescencia de la proteína total correspondiente. Las proteínas totales se 

normalizaron a la señal de βIII-tubulina (ésta última utilizada como un control de siembra). 

Todos los resultados se expresan como % con respecto al control (es decir, el grupo AFC en 

condiciones basales), el cual fue medido por duplicado y de manera independiente para 

cada experimento. 

La cantidad de muestra (en µg de proteínas) y la concentración de los anticuerpos 

primarios empleados para los experimentos de Western blot se estandarizaron mediante 

curvas de cambio de intensidad de marcación en función de cambios de concentración de 

ambas variables. De este modo se aseguró que los experimentos se realizaran en condicio-

nes donde la intensidad de marcación variara linealmente con la concentración de la pro-

teína de interés, validando su cuantificación. 

MICROSCOPÍA  ELECTRÓNICA 

La técnica fue realizada en colaboración con la Dra. Ana Lucía De Paul, del Centro 

de Microscopía Electrónica, Facultad de Ciencias Médicas, INICSA (CONICET). 

Los sinaptosomas fueron resuspendidos en HBM e incubados a 37 °C por 5 min, con 

la adición de CaCl2 1,2 mM los últimos 3 min (ésta es la condición basal). A continuación, se 

agregó 4-AP 3 mM y las muestras fueron mezcladas por inversión suavemente durante 3 s 

(ésta es la condición estimulada). La reacción fue frenada por dilución con solución de ca-

codilato de sodio 0,1 M y centrifugación a 200 x g a 4 °C por 3 min. Los sinaptosomas se-

dimentados se lavaron dos veces con la solución de cacodilato de sodio (sin resuspender 
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para evitar ruptura de membranas) y luego se fijaron toda la noche en una mezcla de for-

maldehído 4 % y glutaraldehído 2 % en cacodilato de sodio 0,1 M. Las muestras se trataron 

con OsO4 1 % durante 1 h y se tiñeron en bloque con acetato de uranilo 1 % en solución 

tampón de acetato 0,1 M (pH=5,2) por 20 min. Luego se deshidrataron con una serie de 

lavados en acetona fría de concentración creciente y se embebieron en resina epoxi (Aral-

dite). Secciones finas (60 nm) se cortaron utilizando un ultramicrótomo JEOL JUM-7 (Ni-

kon, Tokyo, Japón) con cuchilla de diamante. Las secciones fueron teñidas con acetato de 

uranilo y citrato de plomo, y examinadas usando un microscopio electrónico Zeiss Leo 906 

E equipado con una cámara digital (Zeiss, Oberkochen, Alemania). 25-35 imágenes fueron 

analizadas por muestra de manera doble ciego, utlizando el programa ImageJ (NIH). 

REAL  TIME  RT-PCR L 

I .  Purificación del ARN 

Dentro de las primeras 24 hs desde la aparición del primer signo clínico, animales 

de los grupos AFC y EAE fueron sacrificados rápidamente por decapitación y los cerebros 

fueron removidos. Se diseccionó la corteza frontal y se congeló instantáneamente en aire 

líquido. Las muestras se guardaron a -80 °C hasta su uso. 

Los tejidos (50-100 mg) se pulverizaron en frío, se resuspendieron en 1 mL de TRI-

zol Reagent y se incubaron a temperatura ambiente por 5 min. El ARN se extrajo mediante 

el agregado de 0,2 mL de cloroformo de alta calidad y centrifugación a 13.800 x g a 4 °C 

por 15 min. 0,4 mL de la fase superior acuosa fueron incubados toda la noche a -20 °C con 

1 mL de isopropanol de alta calidad, para permitir la precipitación del ARN. Este precipita-

do fue lavado dos veces con etanol 70% en frío y posteriormente se cuantificó el contenido 

de ARN mediante la medición de la absorbancia a 260 nm (se utilizó la relación 

Abs260nm/Abs280nm como medida del grado de pureza). 

II.  Transcripción reversa  

1 µg de ARN se incubó a temperatura ambiente con la enzima DNAsa I (siguiendo 

las instrucciones del fabricante) para eliminar la posible contaminación con ADN genómi-

co. Para sintetizar el ADN copia (o cDNA, por sus siglas en inglés), el producto del paso an-

                                                      
L
 Esta técnica es comúnmente conocida por su nombre en lengua inglesa, en español significa reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real tras transcripción reversa (RT). 
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terior se incubó con oligonucleótidos hexaméricos al azar, deoxinucleótidos y la enzima 

transcriptasa reversa M-MLV, en presencia de un inhibidor de RNAsas, en un volumen final 

de 25 µL (siguiendo las especificaciones del fabricante). La transcripción reversa se realizó 

en el termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) en un solo 

ciclo como sigue: 6 min a 25 °C, 60 min a 37 °C, 18 min a 70 °C y 10 min a 4 °C. 

El cDNA generado se llevó a un volumen final de 175 µL con agua milliQ estéril y se 

conservó a -20 °C hasta su utilización. 

III.  PCR en tiempo real  

En cada tubo para PCR se mezclaron 6 µL de cDNA, 0,375 µL de cada solución ma-

dre 10 µM de primer (su concentración final será de 250 nM, las secuencias de los inicia-

dores o primers se obtuvieron de trabajos previos de otros grupos [103-105], ver Tabla 2), 

7,5 µL de SYBR green PCR master mix y se llevó a un volumen final de 15 µL con agua mi-

lliQ estéril. Se prepararon triplicados para cada muestra. La PCR en tiempo real se realizó 

en el termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen, Venlo, Limburgo, Países Bajos) respetando el 

siguiente protocolo: 

 Desnaturalización inicial: 10 min a 95 °C. 

 Amplificación (45 ciclos): desnaturalización 15 s a 95 °C, hibridación 30 s a 60 °C y exten-

sión 30 s a 70 °C. 

 Para corroborar la presencia de un solo producto se realizó siempre una curva de des-

naturalización del ADN cubriendo el rango de 50 a 95 °C. 

 

Tabla 2. Secuencias de los primers empleados en la presente tesis de doctorado. 
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La semi-cuantificación se llevó a cabo mediante el método de ΔΔCT. Primeramente, 

se calculó la diferencia entre el valor de CT 
M del ARN mensajero amplificado de interés y el 

valor de CT de un gen de expresión constitutiva (en nuestro caso, GAPDH). Luego, se calcu-

ló la diferencia entre el ΔCT obtenido para cada muestra y el de una muestra control o re-

ferencia (en nuestro caso, el ΔCT promedio del grupo AFC se empleó como control). El re-

sultado del experimento se expresó como 2 elevado al - ΔΔCT. 

Finalmente, cabe destacar que tanto la concentración empleada de cDNA como de 

los primers, el protocolo de PCR y el umbral para la determinación del CT se establecieron 

experimentalmente mediante curvas de calibración (CT vs log[DilucióncDNA]). Las condicio-

nes experimentales seleccionadas presentaron una eficiencia de PCR de (100±10) % para 

todos los primers. 

ANÁLISIS  ESTADÍSTICO 

El análisis de los datos experimentales se desarrolló usando el programa Prism 5 

(GraphPad Software). Los resultados se expresan como promedio ± SEM. En aquéllos expe-

rimentos donde sólo hay una variable entre los grupos (por ejemplo, los niveles totales de 

proteína o de ARN mensajeros) se aplicó test t cuando había dos grupos experimentales y 

ANOVA de una vía cuando había tres grupos experimentales. Si este análisis revelaba efec-

tos significativos (p≤0,05), se proseguía con una comparación por pares de los promedios 

(aplicando la prueba de Dunnet de comparaciones múltiples). Para los experimentos don-

de había más de dos variables entre los grupos (por ejemplo, diferentes tiempos de esti-

mulación) se aplicó ANOVA de dos vías. En caso de encontrar diferencias significativas, se 

realizó un análisis posterior comparando todas las condiciones para cada variable (em-

pleando la prueba de Bonferroni). En todos los casos, se consideró un p≤0,05 como una 

diferencia entre grupos estadísticamente significativa. 

 

 

 

                                                      
M

 CT  es el ciclo umbral de la PCR, se define como el número de ciclos de PCR que son necesarios para obte-
ner señal de fluorescencia positiva, es decir, una cantidad de producto por encima del nivel basal. Varía de 
manera inversa con la cantidad inicial de templado. 



 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nous ne voyons guère en somme que ce que nous 

sommes préparés à voir, ce que nous voulons et avons 

appris à voir; nous faisons abstraction de tout ce qui 

ne fait pas partie de nos préjugés. 

 

Jean-Martin Charcot. 
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CARACTERIZACIÓN  DE  LA  LIBERACIÓN  DE  GLUTAMATO  EN  LA  

CORTEZA  FRONTAL  DE  RATAS  CON  EAE 

LA  REDUCCIÓN  EN  LA  LIBERACIÓN  DE  GLUTAMATO  APARECE  CONJUN-

TAMENTE  CON  LOS  SIGNOS  CLÍNICOS 

Con el fin de dilucidar la cronología de los cambios en los sinaptosomas de corteza 

frontal en relación al curso clínico de la EAE, se midió la liberación de glutamato, inducida 

por 4-AP, a diferentes dpi. Mientras en el grupo control (AFC) los valores de glutamato 

exocitado fueron constantes a lo largo del tiempo (datos no mostrados), éstos variaron 

coincidentemente con el desarrollo de la patología en los animales con EAE. Los defectos 

en la liberación de glutamato no sólo se encontraron en la corteza frontal, sino también en 

otras áreas del SNC, como el estriado dorsal y el cerebelo, mostrando una cinética coinci-

dente con el curso clínico de la EAE en todos los casos (ver Anexo II). En esta tesis, nos cen-

traremos en el estudio de las alteraciones presinápticas en la región frontal de la corteza. 

 

Figura 8. A. Cambio de peso corporal promedio y  graduación clínica en función de los dpi (datos de 
5 experimentos independientes, N=10 animales por grupo). Encuadrados en colores se muestran los 
dpi a los cuales se midió la liberación de glutamato. Se tomó un punto durante la fase inductora o 

preclínica de la patología (EAE Pre 10dpi), dos puntos durante la fase efectora (11-12 dpi o 
EAE<24hs; 12-14 dpi o EAE<48hs) y tres puntos durante la fase de recuperación (primeras horas de 

recuperación o EAE 72-96hs; recuperación moderada o EAE Rec 20dpi; recuperación completa o 
EAE Rec 30 dpi).  

B. Glutamato total liberado durante 8 min (relativizado a los mg de proteínas sinaptosomales) para 
los diferentes grupos (sinaptosomas purificados de corteza frontal, datos de 3 experimentos inde-

pendientes, N=4-6 animales por grupo,  p<0,05). 
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Como puede observarse en la Fig. 8B, el grupo EAE mostró una disminución en la 

cantidad de glutamato liberado, concomitantemente con la aparición de los signos clínicos 

(dentro de las primeras 24 hs de desarrollada la parálisis, representado como EAE<24hs). 

Este cambio se mantuvo durante aproximadamente 48 hs, tendiendo a valores similares al 

control cuando los animales comenzaban a recuperarse de la patología y manteniéndose 

en dichos niveles luego de la recuperación total. Atento a que en esta tesis la inducción de 

la EAE llevó a una incidencia del 100 %, con graduaciones y cursos clínicos homogéneos en 

cada experimento y entre experimentos independientes, se pudo analizar la liberación de 

glutamato en períodos pre-sintomáticos, encontrándose niveles equivalentes a los del 

grupo AFC (barra amarilla en la Fig. 8B). Esto indica que la aparición de las alteraciones 

presinápticas en neuronas glutamatérgicas ocurre concomitantemente con la manifesta-

ción de los signos clínicos clásicos de la EAE, siguiendo ambos procesos un curso temporal 

agudo concurrente. 

Para la realización de los estudios subsiguientes, se eligieron 3 grupos experimenta-

les de los nombrados en la figura 8: el grupo control negativo o AFC, el grupo de animales 

enfermos o EAE (correspondiente a EAE<24hs) y el grupo de ratas recuperadas completa-

mente de los signos clínicos o EAE Rec (correspondiente a EAE Rec 30 dpi). 

LA  CINÉTICA  DE  LA  LIBERACIÓN  DE  GLUTAMATO  DEPENDIENTE  DE  

CALCIO  SE  ENCUENTRA  ALTERADA  EN  LA  REGIÓN  FRONTAL  DE  LA  

CORTEZA 

Dado el alto número de recambio de la enzima GDH, la velocidad de aparición de 

glutamato en el ensayo de liberación (Fig. 7) depende de la rapidez con que este neuro-

transmisor es exocitado. Esto permite obtener información cinética acerca del proceso de 

liberación. Como se observa en la Fig. 9B, y al igual que se mencionó anteriormente, la 

cantidad total de glutamato exocitado por sinaptosomas del grupo EAE se encuentra dis-

minuida aproximadamente un 25 %. Esto podría deberse a varias razones: un menor con-

tenido de glutamato total en terminales del grupo EAE, una menor proporción de sinapto-

somas glutamatérgicos en las preparaciones, fallas en las maquinaria de liberación, o una 

combinación de varios de estos factores. En cuanto a la primera opción, mediante lisis de 

los sinaptosomas se midió el glutamato total intraterminal y se encontraron cantidades 
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comparables en todos los grupos experimentales, descartando este factor como responsa-

ble de las alteraciones en la liberación (Fig. 9E). 

Por otro lado, al analizarse la liberación de glutamato a tiempos cortos, se encontró 

que también la velocidad inicial de liberación es menor, es decir que ocurre más lentamen-

te, en sinaptosomas de corteza frontal del grupo EAE (Fig. 9D). Junto con lo discutido en el 

párrafo anterior, esto indica que probablemente fallas en la maquinaria presináptica estén 

contribuyendo a los cambios observados. Por último, como se nombró anteriormente, las 

alteraciones en la liberación de glutamato se revierten en el grupo de animales recupera-

dos completamente de los signos clínicos. 

 

Figura 9. A. Cinética de la liberación de glutamato. B. Glutamato liberado durante 8 min (F=3,498). 
C. Liberación de glutamato independiente de [Ca2+]i (F=0,3308). D. Velocidad de liberación a tiem-
pos cortos (F=2,078). E. Contenido total de glutamato intrasinaptosomal (F=1,169). Sinaptosomas 
purificados de corteza frontal, datos de 5 experimentos independientes, N=10 animales por grupo 

( p<0,05). 

 

El glutamato liberado durante este tipo de ensayos proviene de dos fuentes: una li-

beración dependiente del aumento de [Ca2+]i  y que es producto de la fusión de las VSs; y 

una liberación independiente de [Ca2+]i mediada por la acción reversa de transportadores 

de glutamato de membrana plasmática [106]. Para dilucidar si ambos tipos de liberación se 

encuentran afectados en la EAE o si, por el contrario, sólo uno de ellos es el responsable, 

se midió la liberación de glutamato, inducida con 4-AP, en ausencia de Ca2+ extracelular y 
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en presencia de CdCl2. El Cd2+ es un bloqueante de amplio espectro de CCAV. De esta for-

ma se midió la liberación de glutamato independiente de [Ca2+]i (Fig. 9C), encontrándose 

niveles similares en los tres grupos experimentales. Esto indica que solamente la liberación 

de glutamato dependiente del aumento de [Ca2+]i se encuentra afectada en la corteza 

frontal, durante la etapa aguda de la EAE. 

Llamativamente, las alteraciones detalladas anteriormente no se observaron en si-

naptosomas purificados del resto de la corteza. Es decir, las terminales nerviosas purifica-

das tanto del grupo AFC como de los grupos EAE y EAE Rec se comportaron de modo simi-

lar (Fig. 10). Esto podría indicar que los cambios estarían concentrados en la región frontal, 

aunque no podemos descartar que haya áreas afectadas en el resto de la corteza (ya que 

no realizamos subdivisiones de dicha región). 

 

Figura 10. A. Cinética de la liberación de glutamato en sinaptosomas purificados del resto de la 
corteza cerebral. B. Glutamato liberado durante 8 min (F=0,4336). C. Liberación de glutamato inde-
pendiente de [Ca2+]i (F=0,1981). D. Velocidad de liberación a tiempos cortos (F=0,6046). E. Conteni-
do total de glutamato intrasinaptosomal (F=1,169). Datos de 3 experimentos independientes, N=6 

animales por grupo. 

 

Como se planteó en el primer párrafo de esta sección, una posible explicación para 

los defectos en la liberación de glutamato reside en la composición de los preparados. 

Existen evidencias de que la respuesta neuronal a la excitotoxicidad no es uniforme, sino 

que las neuronas GABAérgicas son resistentes mientras un alto porcentaje de las glutama-
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térgicas degenera y muere [107]. En nuestro sistema experimental, esto implica que los 

preparados sinaptosomales del grupo EAE podrían contener un menor porcentaje de ter-

minales glutamatérgicas. Para analizar esta hipótesis se tiñeron las terminales nerviosas 

por inmunofluorescencia y se observaron mediante microscopía confocal. Se empleó SynI 

como marcador específico de sinaptosomas, y para obtener qué proporción de ellos eran 

GABAérgicos o glutamatérgicos se examinó la colocalización de las partículas con los mar-

cadores GAD65/67 y VGluT1 N, respectivamente. El resultado de la cuantificación se mues-

tra en la Fig. 11 (imágenes representativas pueden observarse en las Figs. 12 y 13). En pri-

mer lugar, se encontró que el porcentaje de sinaptosomas GABAérgicos y glutamatérgicos 

es similar en la corteza frontal y en el resto de la corteza (≈10 % y ≈80 %, respectivamen-

te), siendo además comparable con lo mostrado previamente por otros investigadores 

para sinaptosomas corticales de ratas Wistar [101]. En segundo lugar, no hubo diferencias 

entre los grupos experimentales, indicando que no habría una pérdida, al menos significa-

tiva, de terminales glutamatérgicas en la corteza cerebral durante la EAE. 

 

Figura 11. Caracterización de las preparaciones sinaptosomales mediante inmunofluorescencia. 
SynI se usó para identificar el total de los sinaptosomas. Las partículas mostrando colocalización 

entre de SynI con GAD65/67 o VGluT1 fueron definidas como GABAérgicas o glutamatérgicas, res-
pectivamente. A. Porcentaje de sinaptosomas GABAérgicos en la corteza frontal (F=0,2010). B. Por-
centaje de sinaptosomas glutamatérgicos en la corteza frontal (F=1,238). C. Porcentaje de sinapto-

somas GABAérgicos en el resto de la corteza cerebral (F=0,8537). D. Porcentaje de sinaptosomas 
glutamatérgicos en el resto de la corteza cerebral (F=1,461). Datos de 5 experimentos independien-

tes, N=5 ratas por grupo (se analizaron 10 imágenes por muestra). 

                                                      
N
 Estas proteínas son ampliamente utilizadas como marcadoras del tipo de neurotransmisor que libera una 

terminal nerviosa. GAD es la enzima glutamato decarboxilasa, tiene dos isoformas de 65 y 67 KDa, y es la 
única encargada de la síntesis de GABA. Esta enzima se asocia al transportador vesicular de GABA (VGAT) en 
las VSs asegurando el correcto cargado de las vesículas. Además, tiene otras funciones en condiciones fisioló-
gicas y en patologías, ver [108]. Por otro lado, VGluT es el transportador vesicular de glutamato, tiene tres 
isoformas denominadas 1, 2 y 3, y transportan glutamato hacia el interior de las VSs utilizando el gradiente 
electroquímico (principalmente de H

+
). Su expresión es regulada durante el desarrollo del SNC y participan en 

la modulación de la neurotransmisión, ver [109]. 
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Figura 12. Imá-
genes represen-
tativas de inmu-
nofluorescencia 
(magnificación 
60x, confocal) 

de sinaptosomas 
purificados de la 
corteza frontal. 
A. Colocaliza-

ción entre SynI y 
VGluT1 (marca-
dor de termina-
les glutamatér-
gicas). B. Colo-
calización entre 

SynI y GAD65/67 
(marcador de 

terminales GA-
BAérgicas).  
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Figura 13. Imá-
genes represen-
tativas de inmu-
nofluorescencia 
(magnificación 
60x, confocal) 

de sinaptosomas 
purificados del 
resto de la cor-

teza cerebral. A. 
Colocalización 

entre SynI y 
VGluT1 (marca-
dor de termina-
les glutamatér-
gicas). B. Colo-
calización entre 

SynI y GAD65/67 
(marcador de 

terminales GA-
BAérgicas).  
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Las proteínas VGluT1, VGAT y GAD 65/67 también fueron analizadas mediante WB, 

para determinar sus niveles totales en los sinaptosomas. A pesar de observarse una leve 

tendencia a aumentar de los marcadores GABAérgicos VGAT y GAD 65/67, no hubo dife-

rencias estadísticamente significativas entre los tres grupos experimentales. Junto con lo 

observado en la cuantificación por fluorescencia del glutamato total intrasinaptosomal 

(ver Fig. 9E), estos resultados indican que la producción y almacenamiento en VSs de los 

neurotransmisores mayoritarios en la corteza frontal (GABA y glutamato) no estarían afec-

tadas de manera considerable durante la EAE. 

Los niveles totales de sinaptofisina, una proteína intrínseca de la membrana de las 

VSs que se utiliza como marcador específico, también fueron similares en todos los grupos 

(Fig. 14A, no se muestra la cuantificación). Esto sugeriría que el número de VSs sería simi-

lar en los tres grupos experimentales. 

 

Figura 14. A. WB representativo. B. Niveles totales del transportador vesicular de GABA (VGAT; 
F=1,585) . B. Niveles totales de la enzima que sintetiza GABA (GAD 65/67; F=1,615)). C. Niveles to-
tales del transportador vesicular de glutamato (VGluT1; F=0,1435). Datos de 2 experimentos inde-

pendientes, N=8 ratas por grupo. 

 

Por otra parte, existen receptores metabotrópicos de glutamato (mGluRs; pertene-

cientes a la familia de receptores acoplados a proteína G) que modulan la neurotransmi-

sión de manera lenta. A esta función la realizan ya sea a través de la producción de segun-

dos mensajeros intracelulares y la regulación de la fosforilación de proteínas, o bien a tra-

vés de la modulación directa de canales de Ca2+ o K+ [110]. Los mGluRs se clasifican en tres 

grupos según la homología de su secuencia de aminoácidos, su farmacología y la vía de 

transducción de señales que activan. Dentro de ellos, el grupo III posee una localización 

preferencial presináptica (por lo que se denominan autoreceptores) e inhiben la exocitosis 

tanto de neurotransmisores excitatorios e inhibitorios como de neuromoduladores, consti-
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tuyendo un importante punto de auto-regulación negativa. De esta manera modulan la 

excitabilidad neuronal, la transmisión sináptica, el metabolismo, la transcripción génica y 

ciertos aspectos de la comunicación neurona-glía [111]. Agonistas y antagonistas de 

mGluRs se han propuesto como nuevos blancos terapéuticos para el tratamiento de en-

fermedades neurodegenerativas, especialmente aquellas que involucran estrés oxidativo y 

excitotoxicidad [111]. Particularmente, en EM y EAE se han encontrado alterados los nive-

les de expresión de varios mGluRs en lesiones activas [37]. 

En base a estos antecedentes, se analizó el contenido de mGluRs del grupo III (pre-

sinápticos e inhibitorios) en los sinaptosomas de corteza frontal. Esta sub-familia posee 

tres miembros que se expresan en cerebro: mGluR4, mGluR7 y mGluR8. Cuando se anali-

zaron mediante WB los niveles de mGluR4 y mGluR8α en las membranas sinaptosomales, 

no se encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales (Fig. 15). Este 

resultado indica que la reducción en la liberación de glutamato no estaría mediada por 

cambios en estos auto-receptores. Por cuestiones de falta de disponibilidad de anticuer-

pos, no fue posible analizar a mGluR7, el receptor que se expresa en mayor cantidad y el 

cual se postula que mediaría respuestas de estrés en neuronas [112]. Es decir, no podemos 

descartar que alteraciones en mGluR7 estén contribuyendo a los defectos en la liberación 

de glutamato. 

Figura 15. A. WB re-
presentativo. B. 

Cuantificación de los 
niveles totales de 

mGluR4 y mGluR8α 
en las membranas 

sinaptosomales. Da-
tos de 6 experimen-
tos independientes, 

N=12 ratas por grupo 
(F=1,033 y 0,9787 
respectivamente). 

 

A partir de los resultados expuestos hasta aquí, podemos concluir que existe una 

deficiencia en la liberación de glutamato en terminales nerviosas de la corteza frontal du-

rante la etapa aguda de la EAE, que aparece conjuntamente con los signos clínicos y desa-

parece cuando los animales alcanzan el pico de gravedad de la patología. Este defecto no 

se debe a cambios en la cantidad de glutamato intraterminal o en el cargado de las VSs con 
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este neurotransmisor, como tampoco a cambios en la síntesis o cargado del neurotransmi-

sor inhibitorio GABA. También se puede descartar como causa diferencias en la composi-

ción de los preparados sinaptosomales. Finalmente, solamente la componente dependien-

te de [Ca2+]i sería la responsable de la disminución en la velocidad y la cantidad de gluta-

mato liberado, indicando que la maquinaria molecular presináptica estaría alterada en la 

EAE. A continuación se muestran experimentos orientados a comprobar esta hipótesis. 

 

BASES  BIOQUÍMICAS  DE  LAS  ALTERACIONES  FUNCIONALES  EN  

SINAPTOSOMAS  DE  CORTEZA  FRONTAL  DE  RATAS  CON  EAE 

FALLAS  EN  LA  REDISTRIBUCIÓN  DE  SYN  I  ANTE  DESPOLARIZACIÓN 

Como se mencionó en la introducción de esta tesis, las syns son fosfoproteínas es-

pecíficas de las terminales nerviosas y participan en la regulación del número de VSs pre-

sentes en la terminal presináptica y su disponibilidad para ser exocitadas [74]. 

Antecedentes de nuestro grupo revelan que, por un lado, células T y anticuerpos 

anti-PBM producidos por ratas con EAE presentan una reactividad cruzada contra SynI 

[113]. Por otro lado, la fosforilación temporal de SynI, inducida por agentes despolarizan-

tes, se encuentra inhibida en sinaptosomas de cerebro durante la EAE (esto se analizará en 

más detalle en la sección siguiente, ver [95]). Teniendo en cuenta, además, que los resul-

tados presentados en las secciones anteriores apuntan a defectos en la maquinaria mole-

cular dependiente de Ca2+, se decidió estudiar la cascada que involucra a SynI en sinapto-

somas de corteza frontal de los diferentes grupos experimentales. 

En primera instancia se midieron los niveles totales de SynI en sinaptosomas purifi-

cados de la corteza frontal (Fig. 16C), encontrándose cantidades equivalentes en los tres 

grupos experimentales. En los últimos años, diversos autores describieron que los niveles 

locales de proteínas en las terminales axonales son regulados por síntesis local (a partir de 

ARN mensajeros y ribosomas locales; [114,115]) y degradación vía proteasoma (mediada 

por ubiquitinación; [116]). Ambos procesos son, a su vez, estimulados o inhibidos por la 

actividad neuronal. Por esta razón, se analizaron los niveles de SynI no sólo en condiciones 

de reposo, sino también a diferentes tiempos luego de la despolarización con 4-AP (Fig. 

16B). Se encontró que la cantidad de SynI intrasinaptosomal se mantiene constante para 
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todos los grupos, al menos en el rango de tiempo estudiado, indicando que no existe de-

gradación o síntesis neta de esta proteína. 

 

Figura 16. A. WB representativo de los niveles de SynI total en sinaptosomas de corteza frontal.  
B. Cambio en el tiempo, luego de la estimulación con 4-AP, de la cantidad de SynI intrasinaptoso-

mal. C. Niveles totales de SynI intrasinaptosomal (F=0,8851). Datos de 3 experimentos independien-
tes, N=6 ratas por grupo. 

 

En base a esto, a continuación se analizó la distribución sub-sinaptosomal de esta 

proteína. Se ha descripto que SynI forma parte de los agregados de VSs en condiciones de 

reposo, mostrando una localización puntual en las terminales nerviosas. Cuando se aplica 

un estímulo despolarizante, ≈45 % de SynI se disocia de las VSs y se redistribuye en el 

axón, mostrando una localización difusa [77]. Se postula que, a consecuencia de ello, los 

agregados de VSs son disgregados liberando a las vesículas para que puedan fusionarse en 

la ZA. De hecho, la velocidad de fusión de VSs se encuentra relacionada a la velocidad de 

dispersión de SynI [77]. Mediante fraccionamiento de los sinaptosomas, se logró separar a 

los agregados de VSs de la membrana sinaptosomal (la cual incluye a la zona activa y a las 

VSs ancladas a la membrana mediante proteínas). Los niveles de SynI en ambas fracciones 

se midieron antes (condición basal o 0 min) o después (condición estimulada o 1 min) del 

agregado de 4-AP (Fig. 17). En el grupo control (AFC) se encontró que SynI efectivamente 

se disocia de las VSs luego de la estimulación en un ≈40 %, coincidiendo con los antece-

dentes de otros grupos, mientras el resto de la proteína permanece unida a las vesículas. 

Además, se encontró que existe SynI asociada a las VSs ancladas a las membranas sinapto-

somales, y estos niveles también decaen luego de la estimulación en un ≈30 % (esto había 
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sido postulado por otros grupos, pero existían pocas evidencias experimentales; ver barras 

verdes en la Fig. 17 C-D). 

Ahora bien, si se observa el comportamiento del grupo EAE en la Fig. 17 (barras ro-

sadas) se encuentra que la redistribución de SynI, o sea su disociación de las VSs, ocurre en 

menor medida que lo descripto para el grupo AFC (≈20 % en VSs y ≈10 % en membranas, 

ambos cambios estadísticamente no significativos con respecto al estado basal). En otras 

palabras, la dispersión de SynI se encuentra impedida en ambas fracciones en sinaptoso-

mas purificados de la corteza frontal en la etapa aguda de la EAE. Estas alteraciones en la 

redistribución de SynI se revierten en los animales recuperados de la patología (barras ce-

lestes en la Fig. 17 C-D; notar que los niveles basales de SynI asociada a VSs están significa-

tivamente elevados en el grupo EAE Rec, respecto al AFC, lo cual podría corresponder a 

una respuesta adaptativa ante los defectos funcionales). 

 

 

Figura 17. Redistribución de SynI ante la despolarización con 4-AP. A-B. Imágenes representativas 
de los WB de las fracciones revelados para SynI total. C. Niveles de SynI unida a los agregados cito-
plásmicos de VSs antes (0 min) y después (1 min) del agregado de 4-AP (Ftiempo=45,98; Fgrupo=14,09). 
D. Niveles de SynI en la fracción de membranas sinaptosomales antes (0 min) y después (1 min) del 

agregado de 4-AP (Ftiempo=15,69; Fgrupo=3,831).  Datos de 2 experimentos independientes, N=4 
muestras por grupo (cada muestra es un homogenato de dos cortezas frontales de animales clíni-

camente iguales; NS: no significativo;  p<0,05;  p<0,01;  p<0,001). 
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ALTERACIONES  EN  LA  FOSFORILACIÓN  DE  SYN  I  Y  LAS  QUINASAS  Y  

FOSFATASAS  INVOLUCRADAS 

La redistribución de SynI es regulada por su estado de fosforilación en diversos si-

tios (Fig. 4). Aquí es importante aclarar que las quinasas y fosfatasas que actúan sobre esos 

sitios no son específicas de SynI, sino que participan en la transducción de señales desen-

cadenada por el estímulo despolarizante, actuando sobre diversos sustratos. Así, el con-

junto de proteínas que participa en la cascada de liberación de neurotransmisores se de-

nomina maquinaria (molecular) de liberación. 

Centrándonos en el estudio de SynI, nos preguntamos si el defecto en su redistri-

bución en el grupo EAE estaba relacionado a cambios en la fosforilación. Para ello se esti-

mularon con 4-AP sinaptosomas de corteza frontal de los distintos grupos experimentales, 

y se tomaron muestras a diferentes tiempos. Sabiendo que la cantidad total de SynI no 

varía (ver Fig. 16B), se cuantificó mediante WB la fosforilación temporal de esta proteína 

en diferentes sitios. A su vez, se analizaron los componentes de la maquinaria de liberación 

que regulan cada sitio. 

I.  Disminución en la fosforilación del sitio 3 de SynI y localiz a-

ción de CaMKII  

La fosforilación de SynI en el sitio 3 produce un dramático cambio conformacional 

en la proteína [79] que lleva a que ésta pierda afinidad tanto por las VSs como por los fila-

mentos de actina [73]. Este sitio es sustrato de la enzima CaMKII, quien es activada por 

Ca2+-calmodulina. Esto produce que los niveles de fosforilación del sitio 3 de SynI aumen-

ten en respuesta a un estímulo despolarizante [78]. 

El estado de fosforilación de SynI en el sitio 3 en condiciones basales fue equivalen-

te en todos los grupos experimentales (tiempo 0 min en la Fig. 18B). Cuando se estudió el 

curso temporal de dicha fosforilación, para el grupo control (AFC) se observó un compor-

tamiento similar al descripto en bibliografía [78], presentando una rápida respuesta al 

agregado de 4-AP (Fig. 18B). El aumento de fosforilación alcanzó un valor máximo a tiempo 

1 min, luego del cual la señal comenzó a decaer. Por el contrario, en sinaptosomas del gru-

po EAE, el sitio 3 de SynI alcanzó un máximo de fosforilación significativamente menor 

(≈50 % de la intensidad alcanzada por el grupo AFC). Nuevamente, estos defectos se re-

vierten completamente en el grupo de ratas recuperadas de los signos clínicos. 
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Figura 18. A. Imagen de 
WB representativa. B. Cur-

so temporal de fosforilación 
de SynI en el sitio 3 luego 

del agregado de 4-AP (Ftiem-

po=12,75; Fgrupo=2,776). 
Datos de 3 experimentos 

independientes, N=6 ratas 
por grupo ( p<0,05 res-

pecto al mismo tiempo del 
grupo control). 

 
 

 

 

CaMKIIα, quien es la única quinasa responsable de fosforilar al sitio 3 de SynI, tam-

bién mostró niveles totales similares en los tres grupos experimentales (Fig. 19). Esta en-

zima es una de las proteínas cuya síntesis se ha demostrado que ocurre localmente, en la 

terminal sináptica, inducida por la actividad neuronal [117]. En las condiciones experimen-

tales empleadas en nuestro laboratorio, sin embargo, no observamos cambios en los nive-

les totales de esta proteína a lo largo del tiempo, luego de la estimulación con 4-AP (datos 

no mostrados). 

Figura 19. A. Imagen de WB  
representativa. B. Niveles 

totales de la proteína 
CaMKIIα en sinaptosomas de 

corteza frontal (F=1,857). 
Datos de 3 experimentos 

independientes, N=6 ratas 
por grupo. 

 

Por consiguiente, considerando que la cantidad total de CaMKIIα en los sinaptoso-

mas es constante en el rango de tiempo estudiado, proseguimos a analizar su distribución 

sub-sinaptosomal. Previamente, otros investigadores mostraron que, ante actividad neu-

ronal, CaMKIIα pasa de tener una distribución difusa en el citoplasma a concentrarse en la 

zona de sinapsis [117]. Este proceso depende de su interacción con Ca2+-calmodulina y de 

su autofosforilación en la Thr 286. Un estudio más detallado, mostró que CaMKIIα se en-

cuentra alrededor de los agregados de VSs en condiciones de reposo, mientras SynI se ubi-
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ca dentro de ellos. La despolarización induce la activación de CaMKIIα y la consecuente 

dispersión de VSs, desde la periferia hacia el centro de los agregados a medida que la qui-

nasa gana acceso a SynI [118]. Los cambios de localización de CaMKIIα, entonces, serían 

importantes para su correcto funcionamiento. 

 

Figura 20. Redistribución de CaMKIIα ante la despolarización con 4-AP. A-B. Imágenes representa-
tivas de los WB de las fracciones. C. Niveles de CaMKIIα unida a los agregados citoplásmicos de VSs 

antes (0 min) y después (1 min) del agregado de 4-AP (Ftiempo=70,12; Fgrupo=10,94). D. Niveles de 
CaMKIIα en la fracción de membranas sinaptosomales antes (0 min) y después (1 min) del agrega-

do de 4-AP (Ftiempo=7,824; Fgrupo=0,7209). E. Niveles de CaMKIIα autofosforilada interaccionando con 
los agregados de VSs (Ftiempo=3,174; Fgrupo=0,03). F. Niveles de CaMKIIα autofosforilada en la frac-

ción de membranas sinaptosomales (Ftiempo=63,23; Fgrupo=0,57).  . Datos de 2 experimentos indepen-
dientes, N=4 muestras por grupo (cada muestra es un homogenato de dos cortezas frontales de 

animales clínicamente iguales; NS: no significativo;  p<0,05;  p<0,01;  p<0,001). 
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Cuando se analizó la localización sub-sinaptosomal de esta enzima, en el grupo AFC 

y en condiciones basales se la encontró asociada tanto a los agregados de vesículas como a 

la membrana sinaptosomal (Fig. 20C-D). Luego de la estimulación con 4-AP, el grado de 

autofosforilación (Thr 286) de CaMKIIα unida a las vesículas aumentó a casi el doble (Fig. 

20E, barras verdes), acordando con lo mostrado en la bibliografía en cuanto a que esta 

quinasa penetra en los agregados cuando se activa. A su vez, la cantidad total de esta en-

zima disminuyó un ≈40 % en la fracción de VSs, dispersión también descripta previamente 

en la bibliografía [117,118]. El comportamiento de CaMKIIα en las membranas sinaptoso-

males del control fue el inverso (Fig. 20D y F). Luego del agregado de 4-AP, aumentó su 

cantidad total en esa fracción en un ≈40 % y disminuyó su grado de autofosforilación (Thr 

286). El aumento de la proteína total en membranas podría explicarse en base a trabajos 

que indican que CaMKIIα es reclutada hacia la ZA ante actividad sináptica [117]. Sin em-

bargo, para comprender en más profundidad el rol de la fosforilación de CaMKIIα en la ZA 

serían necesarios más experimentos, ya que la mayoría de las investigaciones sobre la fun-

ción de CaMKIIα han sido realizadas a nivel postsináptico.  

En resumen, la estimulación de los sinaptosomas e el grupo control (AFC) induce 

una redistribución de CaMKIIα desde los agregados hacia la ZA y hacia el citoplasma, mien-

tras la CaMKIIα que permanece interaccionando con los agregados aumenta su fosforila-

ción en la Thr 286, indicando que estaría penetrando en los agregados y dispersando las 

VSs, a través de la fosforilación de SynI en el sitio 3.  

El fraccionamiento de sinaptosomas de corteza frontal purificados de animales del 

grupo EAE mostró que los niveles basales de CaMKIIα interaccionando con los agregados 

de VSs se encuentran significativamente disminuidos (Fig. 20C, barras rosadas). Además, el 

agregado de 4-AP no produjo un aumento considerable en el grado de fosforilación de la 

Thr 286 en comparación con su nivel basal (Fig. 20E). Por otro lado, en la fracción de 

membranas sinaptosomales no se encontraron diferencias en el comportamiento de esta 

quinasa entre los grupos AFC y EAE. Estos resultados nos llevan a pensar que, al haber una 

menor cantidad de CaMKIIα asociada a los agregados de VSs, el mecanismo propuesto de 

disgregado de vesículas desde la periferia hacia el centro ocurriría en menor medida. Esto 

explicaría, en primer lugar, el poco grado de cambio en el estado de fosforilación de 

CaMKIIα, ya que es la forma fosforilada la que posee la capacidad de penetrar en los agre-

gados. Y en segundo lugar, el defecto en el curso temporal de fosforilación de SynI en el 
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sitio 3, ya que al estar en el interior de los agregados, SynI sería inaccesible para la quinasa. 

Estos resultados también indican dos hechos interesantes. Por un lado, CaMKIIα se en-

cuentra más fosforilada basalmente en Thr 286, en el grupo EAE. Esto podría estar mos-

trando un mecanismo compensatorio a los defectos encontrados, aunque no sería sufi-

ciente. Por otro lado, la falta de alteraciones a nivel de membranas nos induce a pensar 

que solamente el mecanismo de reclutamiento de CaMKIIα a los agregados de VSs estaría 

afectado. Esto se explicaría teniendo en cuenta las diferencias en la composición proteica 

de ambas fracciones, y en la distribución entre ambas de los sustratos de la quinasa. 

Finalmente, en cuanto al grupo de animales recuperados, a pesar de que sus nive-

les basales en ambas fracciones revirtieron a los valores del control, éstos no se modifica-

ron en respuesta al estímulo (Fig. 20C-F, barras celestes). Basándonos en que la liberación 

de glutamato y la fosforilación de SynI en el sitio 3 sí se recuperan, estos resultados reve-

lan que la restauración del funcionamiento presináptico normal podría estar ocurriendo 

mediante un mecanismo diferente al presente en la situación control. 

II.  Aumento en la fosforilación de los sitios 4/5 de SynI y su 

relación con Erk1/2 y CN  

Otros de los sitios de fosforilación de SynI más estudiados son los número 4 y 5, 

debido a que forman parte del mecanismo por el cual neuromoduladores (como factores 

tróficos) potencian la liberación de glutamato [82]. La fosforilación en estos sitios, mediada 

por Erk1/2, modula la dinámica de actina y, en parte, la formación de los agregados de 

VSs. De esta manera controlan la retención de las vesículas en la terminal sináptica y facili-

tan el reciclado de VSs [73,74]. 

En condiciones de reposo, sinaptosomas del grupo EAE presentaron niveles de fos-

forilación en los sitios 4/5 un ≈35 % mayores que el grupo control (Fig. 21B). A tiempos 

cortos (1 min) luego de la estimulación con 4-AP, el grado de fosforilación aumentó (≈20 

%) en todos los grupos experimentales, manteniéndose la diferencia entre EAE y AFC. Sin 

embargo, a tiempos largos la fosforilación de los sitios 4/5 de SynI decayó en los sinapto-

somas del grupo EAE, acercándose a los valores del control. La cinética de fosforilación de 

SynI en los sitios 4/5 para sinaptosomas de animales recuperados fue similar a la del grupo 

AFC. 
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Figura 21. A. Imagen 
de WB representativa. 
B. Curso temporal de 
fosforilación de SynI 

en los sitios 4/5 luego 
del agregado de 4-AP 

(Ftiempo=3,413; Fgru-

po=3,136).  Datos de 3 
experimentos inde-

pendientes, N=6 ratas 
por grupo ( p<0,05 

respecto al mismo 
tiempo del grupo con-

trol). 

 

 

Para tratar de explicar la causa de estos cambios, se analizó a Erk1/2. Concordando 

con lo observado para los sitios 4/5 de SynI, se encontró aumentada la cantidad total de 

dicha quinasa en los sinaptosomas del grupo EAE (≈25 %, Fig. 22B). La proporción de 

Erk1/2 fosforilada (lo cual es un marcador de activación) fue similar para todos los grupos 

experimentales en condiciones de reposo (tiempo 0 min, Fig. 22C). No obstante, la despo-

larización mediada por 4-AP provocó una activación de Erk1/2 significativamente mayor en 

los sinaptosomas de corteza frontal del grupo EAE (medido como un aumento de fosforila-

ción de ≈140 % en el grupo EAE contra un aumento de ≈80 % en los grupos AFC y EAE Rec). 

 
 

 
Figura 22. A. Imagen de 
WB representativa. B. 

Contenido intrasinapto-
somal de la proteína 
Erk1/2 (F=3,610).  C. 

Curso temporal de fosfo-
rilación de Erk1/2 (Thr 
202/Thr 204) luego del 
agregado de 4-AP (Ftiem-

po=21,93; Fgrupo=50,44).  
Datos de 3 experimentos 
independientes, N=6 ra-
tas por grupo ( p<0,05; 
 p<0,001; respecto 

al mismo tiempo del 
grupo control). 

 



Alteraciones glutamatérgicas en la EAE 

RESULTADOS Página 71 

Volviendo a SynI, la enzima encargada de desfosforilar los sitios 4/5 es CN, quien es 

activada por unión de Ca2+ y de Ca2+-calmodulina. La actividad de esta enzima regula posi-

tivamente la endocitosis (a través de la desfosforilación de las defosfinas; [70]), el influjo 

de Ca2+ (a través de la desfosforilación CCAV; [119]), y el tamaño del grupo de vesículas de 

reciclado [120]. 

 

Figura 23. A-B. Imágenes de WB representativas. C. Contenido intrasinaptosomal de CN (F=3,299).  
Datos de 4 experimentos independientes, N=48 ratas por grupo ( p<0,05). D. Niveles de CN en la 

fracción de membranas sinaptosomales antes (0 min) y después (1 min) del agregado de 4-AP (Ftiem-

po=2,046; Fgrupo=2,946). Datos de 2 experimentos independientes, N=4 ratas por grupo ( p<0,05). 
 

El análisis de los niveles totales de CN en los sinaptosomas de los distintos grupos 

experimentales reveló un aumento significativo de ≈25 % en el grupo EAE, el cual se revier-

te en las ratas recuperadas (Fig. 23C). Debido a que las principales funciones de esta fosfa-

tasa citosólica dependen de su reclutamiento hacia las membranas inducido por el aumen-

to de [Ca2+]i, se estudió su presencia en la fracción de membranas sinaptosomales. En con-

diciones basales, CN se encontró en un ≈40 % más en las membranas del grupo EAE, res-

pecto al grupo control. De acuerdo a lo esperado según bibliografía, en el grupo AFC los 

niveles de CN asociada a membranas se vieron incrementados un ≈30 % luego del agrega-

do de 4-AP, indicando su reclutamiento dependiente de [Ca2+]i (Fig. 23D, barras verdes). 

Sin embargo, en el grupo EAE la cantidad de CN asociada a membranas no se modificó lue-

go de la estimulación (Fig. 23D, barras rosadas). 
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Dado que tanto Erk1/2 como CN se encontraron elevadas en sinaptosomas de cor-

teza frontal del grupo EAE, y teniendo en cuenta la cinética observada de fosforilación de 

SynI en los sitios 4/5, podríamos postular que: En condiciones basales y a tiempos cortos, 

la actividad de Erk1/2 superaría a la de CN, llevando a un mayor grado de fosfo-SynI en 

sitios 4/5, lo cual podría estar provocando una mayor desorganización del citoesqueleto de 

actina y una disgregación de los agregados de VSs en el grupo EAE. Al aumentar la activi-

dad de CN con el tiempo de estimulación, a tiempos largos su actividad sobrepasaría a la 

de Erk1/2, llevando a la disminución medida en fosfo-SynI en sitios 4/5 en el grupo EAE, 

alcanzando valores similares al control. 

 
 
 
 
 
 

Figura 24. A. Imagen de WB representativa. 
B. Contenido total intrasinaptosomal de la 

proteína PKC (F=0,4788). C. Estado basal de 
fosforilación de PKC (F=0,2710). Datos de 3 

experimentos independientes, N=6 ratas 
por grupo. 

 
 
 
 
 

 

 

 

Finalmente, como se mencionó anteriormente, una de las principales funciones de 

CN en la presinapsis es activar la endocitosis mediante desfosforilación dependiente de 

[Ca2+]i de las defosfinas. En este mecanismo, la quinasa de proteínas C (PKC) posee un rol 

preparativo, reacondicionando a las defosfinas mediante fosforilación, las cuales luego 

pueden intervenir en un nuevo ciclo de endocitosis [121]. Tanto los niveles totales como el 

estado de fosforilación de las PKC clásicas fueron analizados mediante WB, siendo simila-

res para los tres grupos experimentales (Fig. 24B-C). Por lo tanto, dado que PKC no se en-

cuentra alterada en terminales nerviosas de corteza frontal durante la EAE, pero sí hay 

cambios en CN, no podemos descartar que el proceso de endocitosis dependiente de Ca2+ 

y CN funcione anormalmente en dicha patología. Experimentos de endocitosis utilizando 
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sondas fluorescentes combinados con análisis de las defosfinas serían necesarios para res-

ponder este interrogante. 

Los experimentos expuestos hasta aquí en terminales nerviosas de la corteza fron-

tal, tanto funcionales como bioquímicos, nos llevan a postular que durante la etapa aguda 

de la EAE componentes de la maquinaria molecular que regula al ciclo de las VSs son dis-

funcionales, llevando a una inhibición parcial de la cinética de liberación del neurotransmi-

sor glutamato. Para poner a prueba esta hipótesis, a continuación se estudió de manera 

directa el ciclado de las VSs en sinaptosomas. 

 

ANÁLISIS  MORFOLÓGICO  DE  LOS  SINAPTOSOMAS  Y  DE  LA  MOVI-

LIDAD  DE  LAS  VESÍCULAS  SINÁPTICAS 

Los sinaptosomas, independientemente del método de purificación, tienen carac-

terísticas morfológicas conservadas y similares a las terminales nerviosas de neuronas in-

tactas (ya se trate de neuronas en cultivo o de láminas de tejido), validando la utilidad de 

estas estructuras para el estudio del funcionamiento presináptico [85,122,88]. 

Teniendo eso en cuenta, sinaptosomas de los grupos AFC y EAE fueron analizados 

mediante microscopía electrónica. Morfológicamente, el tamaño de los sinaptosomas así 

como de las VSs y de la DPS fue comparable en ambos grupos experimentales, y coincide 

con lo reportado previamente por otros investigadores [123,124]. Asimismo, el número 

total de VSs por corte transversal de sinaptosoma fue similar en todas las muestras estu-

diadas (Fig. 25C). Este hallazgo concuerda con lo supuesto a partir de resultados previos en 

esta tesis, que mostraron que los grupos control y EAE poseen el mismo contenido intrasi-

naptosomal de glutamato y de proteínas asociadas o intrínsecas de VSs (como sinapsina, 

sinaptofisina y VGluT1). 
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Figura 25. A. Imágenes representativas de microscopía electrónica de sinaptosomas de los grupos 
AFC y EAE. Barras negras=250nm. B. Tamaño del GLL antes (basal) y después (estimulado) de la 

despolarización con 4-AP (Ftiempo=2,309; Fgrupo=17,12). El GLL se definió como el número de vesículas 
cuyo centro estuviera a menos de 20nm de la ZA, y se expresa en relación a los µm de DPS. C. Ca-

racterización morfológica de los sinaptosomas y VSs. Datos de 2 experimentos independientes, N=2 
ratas por grupo, se analizaron 25-35 fotografías por muestra en modo doble ciego ( p<0,01). 
Flecha naranja: mitocondria. Flecha amarilla: vesícula densa o grande, contiene neuropéptidos. 

Flecha violeta: vesículas pequeñas o sinápticas del GLL. Flecha celeste: DPS. 

 

Otros autores han mostrado con anterioridad que la liberación de neurotransmiso-

res dependiente de actividad neuronal se correlaciona morfológicamente con cambios en 

la distribución de las VSs dentro del botón sináptico [123,124]. Las VSs se movilizan en un 

sentido definido, acercándose físicamente a la ZA. La ZA es una densa red de proteínas, 

entre las cuales se encuentran SNAREs, CCAVs, proteínas asociadas a VSs, proteínas de 

andamiaje, etc. Por esta razón, la probabilidad de liberación, el número de VSs ancladas y 

la amplitud del influjo de Ca2+ aumentan de manera lineal con el área de la ZA (esto se de-
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nomina modelo modular de la ZA, ver [125,126]). En base a ello, en esta tesis se definió al 

GLL como aquellas vesículas que estuvieran dentro del largo de la ZA y a menos de 20 nm 

de distancia de la misma (el largo de la ZA se asumió idéntico y contrapuesto a la DPS). 

Utilizando esa definición, se midió el tamaño del GLL (expresado como número de VSs en 

relación al largo de la DPS) en condiciones basales y luego de la estimulación con 4-AP (Fig. 

25B). En estado de reposo, sinaptosomas tanto del grupo EAE como del AFC mostraron el 

mismo número de vesículas ancladas a la ZA. Sin embargo, mientras que en el grupo con-

trol la despolarización provocó un incremento del GLL en aproximadamente el 25% (barras 

verde en Fig. 25B), el aumento no fue significativo en el grupo EAE (barras rosadas en Fig. 

25B). Esta diferencia de comportamiento entre ambos grupos no se debe a una reducción 

en el contenido total de VSs, ya que, como se mencionó en el párrafo anterior, todos los 

sinaptosomas estudiados contenían un número similar de vesículas. 

Estos resultados junto con los obtenidos en secciones anteriores, nos permiten 

concluir que en la corteza frontal de ratas en la etapa aguda de la EAE ocurrirían cambios 

en la maquinaria molecular que regula la disponibilidad de las VSs llevando a una menor 

movilidad de las mismas y una reducción en la liberación de neurotransmisor. 

Con el fin de dilucidar las posibles causas de estas alteraciones, a continuación se 

analizará la presencia y distribución de marcadores inflamatorios en el cerebro de ratas  de 

los grupos AFC y EAE. 
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DISTRIBUCIÓN  EN  EL  CEREBRO  DE  ALTERACIONES  HISTOLÓGI-

CAS  EN  LA  ETAPA  AGUDA  DE  LA  EAE 

 

Figura 25. Esquema de las zonas analizadas. Por animal, se observaron 4 cortes a diferentes  pro-
fundidades hacia el lateral, correspondientes a los diagramas del atlas de Paxinos y Watson mos-

trados en la parte superior de esta imagen[127]. Todas las regiones fueron fotografiadas en cortes 
a la altura de los laterales 0,40 – 0,90 mm, excepto el estriado dorsal, que fue fotografiado en cor-
tes entre los laterales 1,90 y 2,40 mm. Se tomaron 3-4 imágenes por área. Verde: corteza frontal. 
Violeta: resto de la corteza. Amarillo: estriado dorsal. Rosado: ventrículo lateral, tercer ventrículo 
(no figura en esta imagen), parénquima adyacente, cisternas. Naranja: Hipocampo. Además, se 
analizaron otras regiones como el tracto que conecta con el bulbo olfatorio, el quiasma óptico y 

alrededores, el mesencéfalo (no se muestran los resultados, flechas rojas). 
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HISTOLOGÍA:  ANÁLISIS  DE  LA  INTEGRIDAD  DEL  TEJIDO  Y  LA  MATERIA  

BLANCA  MEDIANTE  LAS  TINCIONES  DE  AZUL  DE  TOLUIDINA  Y  AZUL  DE  

LUXOL  RÁPIDO 

Como una primera aproximación, tratando de encontrar las causas de los cambios 

presinápticos descriptos hasta aquí en esta tesis, se analizaron cortes sagitales de cerebro 

de los grupos AFC y EAE, empleando tinciones clásicas. 

El azul de toluidina es un colorante metacromático que se une selectivamente a 

componentes ácidos del tejido. Su metacromacia es altamente selectiva y hace que cambie 

de color en función del grado de acidez de la estructura histológica, virando desde el azul 

hacia el violeta, marrón, rojo y amarillo [128]. En el caso de cortes de cerebro, el fondo (o 

matriz extracelular) se tiñe de azul claro, mientras los núcleos y la sustancia de Nissl toman 

un color azul intenso virando a morado en algunos casos. Las zonas ricas en gangliósidos y 

sulfátidos provocan un mayor viraje de color, por lo cual estructuras ricas en mielina to-

man un color de fondo violeta-rosado. Se analizó mediante esta coloración la apariencia e 

integridad de cortes sagitales de cerebros de ratas de los grupos AFC y EAE.  

Como puede observarse en las figuras 26 y 27, la corteza cerebral (tanto la región 

frontal como el resto) y estructuras subcorticales como el hipocampo y el estriado, presen-

taron una apariencia normal, tanto en el grupo control como en los animales enfermos. No 

se observaron pérdida de coloración (indicativo de degradación o pérdida de tejido), cam-

bio de coloración (posible indicativo de estrés oxidativo intenso o presencia de placas) ni 

cambios morfológicos marcados en las estructuras histológicas o en los cuerpos neurona-

les. Tampoco se observó entre los grupos experimentales una diferencia en el número de 

células de las áreas analizadas. 

En regiones más externas del cerebro, como el tracto que conecta con el bulbo ol-

fatorio, el quiasma óptico y sus estructuras adyacentes, y el mesencéfalo y tallo encefálico, 

se observó una considerable inflamación e infiltración, principalmente a través de menin-

ges, en el grupo EAE. Esto ya había sido previamente observado en nuestro laboratorio y, 

debido a su falta de relevancia en relación a los estudios presinápticos realizados en esta 

tesis, no se tomaron imágenes ni se realizaron análisis más profundos. 
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Figura 26. Tinción con azul de toluidina de cortes sagitales de cerebro del grupo AFC. A. Corteza 
frontal, capas I a IV. B. Acercamiento de la corteza frontal, donde se observan las neuronas de las 

capas I y II-III. C. Resto de la corteza. D. Borde del tercer ventrículo, se observa al plexo coroideo en 
su interior. E. Parénquima ventral al hipocampo y caudal al tercer ventrículo. F. Acercamiento de la 
misma región que la fotografía E, pueden observarse varios vasos sanguíneos. G. Hipocampo dor-

sal, mostrando el giro dentado y CA2-3. Barras = 25 µm. 
Todas las fotografías de tinciones fueron pseudo-coloreadas utilizando el programa Photoshop, ya 

que la cámara utilizada genera imágenes en escala de grises. Por esta razón, no se aprecia la meta-
cromacia del azul de toluidina. 

Para todos los experimentos de histología: N=4 ratas por grupo. 
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Figura 27. Tinción con azul de toluidina de cortes sagitales de cerebro del grupo EAE. A. Corteza 
frontal, capas I a IV. B. Acercamiento de la corteza frontal, donde se observan las neuronas de las 

capas I y II-III. C. Resto de la corteza. D. Extremo ventral del tercer ventrículo. E. Extremo ventral del 
ventrículo lateral, se observa también parte del plexo coroideo. F-G. Acercamiento del parénquima 
ventral al hipocampo y de la región entre los ventrículos tercero y lateral, mostrando vasos aparen-
temente inflamados e infiltración de células sanguíneas. H-I. Hipocampo dorsal, mostrando el giro 

dentado y CA1-2, respectivamente. Barras = 25 µm. 
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Figura 28. Tinción con azul de toluidina del parénquima cerebral, en el área comprendida entre las 
cisternas ventrales al hipocampo y el tercer ventrículo, de una rata del grupo EAE (animal EAE1).   
A-C. Vasos sanguíneos del parénquima. Observar lo que parecerían células en proceso de muerte 

(flechas rojas). D-E. Bordes dorsal y rostral, respectivamente, del tercer ventrículo. Barras = 25 µm. 

 

Solamente en una de las 4 ratas del grupo EAE que se estudiaron, el animal EAE1, 

se encontró inflamación dentro del cerebro propiamente dicho (Fig. 27 y 28). En la zona 

debajo del hipocampo, los vasos próximos a las cisternas y al tercer ventrículo aparecían 

levemente dilatados (en comparación al grupo AFC) y rodeados de un gran número de cé-

lulas pequeñas y redondeadas (característica clásica de células del linaje leucocitario). Esta 

aparente infiltración también se observó en los bordes del tercer ventrículo (sobre todo en 

su parte más dorsal) y en las cisternas. Las alteraciones fueron máximas en los cortes más 

mediales (0,40 a 0,90 mm) disminuyendo hacia el lateral, hasta desaparecer en las regio-

nes más laterales (2,40 mm o posterior). Cercanas a los vasos inflamados, se observaron 

posibles células en proceso de degeneración o muerte, con los núcleos encogidos y vacuo-

las (flechas rojas en Fig. 28A; para el análisis detallado de los cortes histológicos nos basa-

mos en la revisión realizada sobre histología del SNC por el patólogo Robert H. Garman, 

[129]). 

A partir de estos resultados, se decidió realizar la marcación de Fluoro-Jade. Éste es 

un fluorocromo aniónico, derivado de fluoresceína, que tiñe con una alta selectividad a las 
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neuronas en degeneración (tanto los cuerpos celulares como sus procesos; [130]). No hu-

bo marcación positiva en los animales analizados, ya sean del grupo AFC o EAE (incluso el 

animal de la Fig. 28, que presentó inflamación, dio negativo para esta prueba; no se mues-

tran las imágenes). Por lo tanto, podemos decir que no habría muerte neural, al menos del 

tipo que detecta esta técnica, en el cerebro de ratas con EAE en la etapa aguda. 

Para estudiar la ocurrencia de desmielinización, se realizó la coloración de azul de 

luxol rápido. Esta técnica, creada por Klüver y Barrera [131], se basa en la alta afinidad de 

la ftalocianina de cobre (de color azul) por las lipoproteínas de la mielina de SNC. 

 

Figura 29. Grupo AFC: Cuerpo calloso visto con azul de toluidina (A-B) y con azul de luxol rápido (C-
D), regiones frontal y medial (dorsal al hipocampo), respectivamente. Estriado dorsal marcado con 

azul de toluidina (E: aumento 40x; F: aumento 20x) y con azul de luxol rápido (G-H). Barras = 25 µm. 
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Cuando se tiñeron cortes sagitales de cerebro de los grupos EAE y AFC, se observó 

la marcación clásica esperada (tanto en cuanto al color como a la distribución; el corte de 

la Fig. 25 fue teñido de esta manera y corresponde a un animal del grupo AFC). Se analiza-

ron en detalle el cuerpo calloso y el estriado dorsal. Para ambos grupos experimentales se 

observó la morfología clásica de las estructuras y de las células. No se encontraron en el 

grupo EAE parches desmielinizados, afinamiento de tractos o fibras de MB, deformación 

de los cuerpos de los oligodendrocitos o menor celularidad de los mismos (al menos no de 

manera significativa para la sensibilidad de esta técnica). La intensidad de marcación fue 

similar en los dos grupos estudiados. Tampoco se encontraron vasos sanguíneos inflama-

dos o infiltración leucocitaria. 

Por lo tanto, hasta aquí podemos concluir que en la etapa aguda de la EAE, en el 

cerebro no ocurre una desmielinización masiva (evidenciable por esta técnica), particular-

mente en fibras del cuerpo calloso y el estriado dorsal. 

 

Figura 30. Grupo EAE: Cuerpo calloso visto con azul de toluidina (A, C) y con azul de luxol rápido (B, 
D), regiones medial (dorsal al hipocampo) y frontal, respectivamente. Estriado dorsal marcado con 

azul de toluidina (E: aumento 40x; F: aumento 20x) y con azul de luxol rápido (G-H). Barras = 25 µm. 
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INMUNOHISTOQUÍMICA:  ACTIVACIÓN  DE  MICROGLÍA  Y  ASTROCITOS  

EN  EL  CEREBRO  DE  ANIMALES  CON  EAE 

Mediante inmunofluorescencia se analizó la morfología y distribución de microglía 

y astrocitos en cortes sagitales de cerebro de los grupos AFC y EAE. Como marcador de 

microglía se utilizó Iba1, la cual es una proteína que interacciona con actina y se postula 

que tendría un rol en la activación de estas células fagocíticas. La microglía pertenece al 

linaje de células mieloides, por lo cual comparte la mayoría de los marcadores con ellas. 

Esto significa que Iba1 no sólo se expresa en microglía, sino también en otras células mie-

loides residentes de SNC, como macrófagos de meninges y plexo coroideo, y de la sangre, 

como monocitos y macrófagos perivasculares [132]. Para analizar la activación de la micro-

glía, se clasificaron las células según su morfología siguiendo la regla del “efecto araña” 

[133]. De esta manera la microglía se divide en tipo I a VI, siendo I el estadío más ramifica-

do (que corresponde a células en reposo y estado de vigilancia en el SNC), y el tipo VI es el 

de mayor activación (son células migratorias con somas amplios y redondeados, sin ramifi-

caciones). 

A pesar de la amplia variedad de patrones de lesión que se observan entre pacien-

tes con EM y entre los distintos modelos de EAE, el sitio primario de ingreso de leucocitos 

en cerebro sería compartido (a través de los plexos coroideos y los reservorios de LCR) [33] 

así como el mecanismo de infiltración [3,4]. En base a estos descubrimientos se planteó el 

modelo de tres compartimientos para la patogénesis de ambas enfermedades, el cual fue 

discutido en la introducción de esta tesis. Tanto en los cerebros AFC como en los EAE se 

encontraron células positivas para Iba1 en los plexos coroideos de los ventrículos tercero y 

lateral (Fig. 31D-G), y en mayor cantidad a la presente en animales naïve (ver [33]). Proba-

blemente se trate de macrófagos residentes del plexo más macrófagos sanguíneos, reclu-

tados como consecuencia de la inflamación periférica sostenida provocada por el adyuvan-

te (como han mostrado otros autores con anterioridad). Estas células presentaron la mor-

fología clásica, en forma de huso, con dos o tres ramificaciones cortas (ver flecha celeste 

en la Fig. 31E). En el grupo EAE, también se observaron células con los somas deformados 

(no redondeados) y un mayor grado de ramificación (ver flechas verdes en Fig. 31F-G). En 

ambos grupos, AFC y EAE, se encontró un contenido similar de células Iba1 positivas en los 

plexos coroideos, de alrededor de 30-40 células cada 0,01 mm3 (lo cual corresponde a un 

campo de 210x210 µm y 20 µm de profundidad). La excepción fue el animal EAE1 (ver Fig. 
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28) el cual presentó poco más de 50 células cada 0,01 mm3 en el plexo coroideo del tercer 

ventrículo (Fig. 31G). Además se estudiaron los ventrículos, donde se observó en los ani-

males del grupo EAE microglía activada en los bordes del parénquima con el ventrículo 

(flechas blancas en la Fig. 31) y macrófagos del plexo asociados al epitelio del ventrículo, 

los cuales podrían estar en proceso de infiltración (flechas amarillas en la Fig. 31, en línea 

de puntos se remarcó el límite entre el parénquima y el ventrículo). 

 

Figura 31. Marcación con Iba1 en reservorios de LCR. Magnificación: 60x. Barra=25 µm. Se analiza-
ron animales de dos experimentos independientes, N=4 ratas por grupo. 

 

Para analizar a los astrocitos, se empleó como marcador específico la proteína áci-

da fibrilar de glía (GFAP), la cual constituye un filamento intermedio que se encuentra en el 

soma y los procesos de estas células nerviosas. El estado de activación de astrocitos tam-
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bién se determinó a través de su morfología, clasificándose en tres estadíos, donde I es el 

más basal (con somas pequeños y procesos largos y muy finos) y III es el de mayor activa-

ción (con somas amplios, mayor número de procesos y ramificaciones de gran grosor, y 

aumento en la expresión de GFAP) [134]. 

En comparación al grupo AFC, en los bordes de los ventrículos de los cerebros del 

grupo EAE se encontró una mayor activación de astrocitos, ya que estas células mostraron 

mayor intensidad de fluorescencia y procesos de mayor grosor (Fig. 32). Hacia el interior 

del parénquima, tanto en el tejido circundante como en los vasos sanguíneos, no se obser-

varon diferencias entre ambos grupos experimentales. 

 

  

Figura 32.  
Marcación de astrocitos 
con GFAP en reservorios 

de LCR en cerebro. 
Magnificación: 60x.  

Barra=25 µm.  
Se analizaron animales 

de dos experimentos 
independientes, N=4 

ratas por grupo. 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Los resultados de estos primeros estudios, junto con las tinciones discutidas ante-

riormente, muestran que el modelo agudo de EAE en ratas de nuestro laboratorio tiene 

características histológicas comparables a las descriptas en otros modelos, en cuanto a su 

distribución anatómica, aunque la inflamación sería más moderada y contenida. 

El objetivo de esta sección es dilucidar las posibles causas de las alteraciones presi-

nápticas descriptas a principios de este capítulo. Por esta razón, a continuación profundi-

zaremos en el estudio del estado de activación de microglía y astrocitos en la corteza cere-

bral de animales de los grupos AFC y EAE, con énfasis en las diferencias, si existieran, entre 

la región frontal y el resto. 
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A diferencia del grupo AFC, en la corteza frontal del grupo EAE se encontró activa-

ción de microglía así como también de astrocitos, siendo en algunos animales más eviden-

te que en otros, pero siempre mayor al animal AFC correspondiente. En la Fig. 33 se mues-

tran imágenes representativas de dos animales del grupo EAE, de experimentos indepen-

dientes, para ejemplificar los casos de mayor y menor activación encontrados dentro de 

este grupo experimental, con su correspondiente animal AFC hacia la parte inferior de la 

figura. Esta activación de astrocitos y microglía fue más evidente en la capas corticales más 

externas (I a III), es decir, más cercanas a las meninges. Allí, en las meninges, se observó 

marcación con Iba1 de células mieloides redondeadas, muy posiblemente macrófagos, 

tanto en el grupo AFC como en el EAE (ver flecha amarilla en la Fig. 33E), así como también 

activación de astrocitos parameningeos (ver flechas blancas en la Fig. 33A-B). Esto, como 

se discutió para el caso de los ventrículos y los plexos, podría ser producto de la inflama-

ción periférica que provoca el adyuvante, cuyas señales y/o células se filtrarían al LCR. 

En el resto de la corteza de ambos grupos experimentales también se observaron 

macrófagos en las meninges (flecha amarilla en la Fig. 34E) y activación moderada de mi-

croglía y astrocitos parameningeos (flechas blancas en la Fig. 34A-B). En el grupo EAE hubo 

activación de microglía en las capas corticales más externas pero, en comparación con la 

región frontal, la activación de astrocitos fue menor y comparable al grupo AFC. 

Por lo tanto, estos resultados indicarían que las alteraciones presinápticas discuti-

das anteriormente podrían ser causadas, al menos en parte, por activación de la glía en la 

corteza frontal. Sin embargo, con estos estudios no podemos explicar cuál es el fundamen-

to del comportamiento diferencial entre estas dos regiones de la corteza cerebral de ratas. 

Por otra parte, debido a la localización de los infiltrados observados mediante colo-

raciones en el animal EAE1 (Fig. 28), y teniendo en cuenta estudios en otros modelos cró-

nicos de EAE donde describen alteraciones neuronales en estructuras subcorticales como 

el cuerpo estriado y el hipocampo, decidimos analizar la activación de microglía y astroci-

tos también en esas áreas cerebrales. El análisis cualitativo de estos resultados, en conjun-

to con los de corteza, se muestran en la tabla 3. Resumidamente, no se encontró activa-

ción de glía en el hipocampo tanto del grupo AFC como del EAE, y en el estriado dorsal sólo 

se observó una leve tendencia a mayor activación de astrocitos en algunos vasos sanguí-

neos dispersos en el grupo EAE. 
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Figura 33. Imágenes representativas de las inmunofluorescencias de Iba1 (microglía, en color rojo) 

y de GFAP (astrocitos, en color verde) en la corteza frontal de los grupos AFC y EAE. 
El animal EAE y AFC de cada caso (ya sea menor o mayor intensidad de marcación) pertenecen al 

mismo experimento (es decir, son de la misma cruza, y fueron perfundidos y marcados por inmuno-
fluorescencia al mismo tiempo). 

Magnificación: 60x. Barra=25 µm.  
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Figura 34. Imágenes representativas de las inmunofluorescencias de Iba1 (microglía, en color rojo) 

y de GFAP (astrocitos, en color verde) en el resto de la corteza de los grupos AFC y EAE. 
Magnificación: 60x. Barra=25 µm. 
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Tabla 3. Análisis cualitativo del grado de activación de la microglía y los astrocitos observados en 
las diferentes regiones cerebrales de los grupos experimentales. 

Animales de dos experimentos independientes, N=4 ratas por grupo. 

 

Para finalizar, cabe destacar que se observó activación de microglía y astrocitos en 

el grupo EAE en áreas cerebrales ricas en mielina, tales como el quiasma óptico y el tejido 

circundante, el tracto que conecta con el bulbo olfatorio, el tálamo y el tallo encefálico (no 

se muestran imágenes). Estos resultados van de la mano con hallazgos previos de nuestro 

laboratorio, como así también de otros grupos de investigación. 

PCR  EN  TIEMPO  REAL:  EXPRESIÓN  DE  MEDIADORES  INFLAMATORIOS  

EN  LA  CORTEZA  FRONTAL  DE  ANIMALES  CON  EAE 

En un intento por relacionar las alteraciones histológicas encontradas en la corteza 

frontal de los animales con EAE y los defectos presinápticos, se analizaron los niveles de 

ARN mensajeros correspondientes a los principales mediadores y marcadores inflamato-

rios de esta patología.  

AFC EAE AFC EAE

Capas I a III I (mayoría) y II I, mayoría II y III, IV
I en parénquima,            

II perimeníngeos

I y II (mayoría), III                     

Proliferación

Capas IV a VI I (mayoría) y II I y II I I (mayoría), II

Capas I a III I (mayoría) y II

I, II (mayoría),                                                   

III perimeníngeos y 

perivasculares

I en parénquima,                                          

II perimeníngeos

I en parénquima,                                           

II perimeníngeos y 

perivasculares

Capas IV a VI I (mayoría) y II I y II I I

Meninges 

corticales

Células mieloides 

redondeadas

Mayor número de 

células mieloides 

redondeadas que AFC

 --  -- 

Tercer Ventrículo
I y II en parénquima, 

III en bordes

I y II en parénquima,                    

III y IV en bordes

I en parénquima,                                  

II en bordes

I en parénquima,                                  

II en bordes

Ventrículo Lateral
I en parénquima, II 

en bordes

I en parénquima,                       

II y III en bordes                                  

(plexo coroideo)

I en parénquima,                                  

II en bordes

I en parénquima,                                  

II en bordes

Cisternas I y II  I y II (mayoría), III I I (mayoría), II

Estriado Dorsal I (mayoría), II
I (mayoría) y                              

II perivasculares
I, baja celularidad

I, posibles II 

perivasculares

Hipocampo I (mayoría), II I (mayoría) y II I, alta celularidad I, alta celularidadES
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La citoquina pro-inflamatoria IL-1β es esencial para la generación de la EAE, ya que 

animales que no poseen el gen para esta citoquina o para su receptor principal (IL-1R1) no 

desarrollan la patología [135]. Otra citoquina pro-inflamatoria, TNFα, tendría un rol en la 

inducción de la EAE y la primera infiltración del SNC, a través de la regulación de la expre-

sión de quemoquinas [136]. Ambas, IL-1β y TNFα, son capaces de modular la transmisión 

sináptica [37] e inducen la producción de IL-23 [137], una citoquina esencial para la dife-

renciación de células TH17 (quienes son indispensables para la infiltración en cerebro du-

rante la EAE; [25]). Para que ocurra el proceso de infiltración y se desarrolle la EAE, es 

también necesaria la secreción de IL-6, una citoquina que participa en el direccionamiento 

de las células inflamatorias hacia el tejido blanco [138]. IL-6 también media la activación de 

microglía y astrocitos [139]. La conversión de los astrocitos en su forma activa se denomi-

na astrogliosis reactiva, cuyo marcador más antiguo y mejor caracterizado es la acumula-

ción de filamentos gliales, principalmente GFAP [140]. Otro marcador clásico de activación 

de astrocitos (y del resto de la glía) es el aumento en la expresión de proteína neurotrófica 

S100B [141]. 

 

 

Figura 35. Niveles relativos de ARN mensajeros para citoquinas y otros marcadores inflamatorios, 
en la corteza frontal. Resultado de un solo experimento, N=4 ratas por grupo ( p<0,05). 

 

En base a estos antecedentes, se analizaron los niveles de ARN mensajero de IL-1β 

y su receptor IL-1R1, TNFα, IL-6, GFAP y S100B en extractos de corteza frontal de animales 

de los grupo AFC y EAE (Fig. 35). Para nuestra sorpresa, no se encontraron diferencias en la 

expresión de IL-1β e IL-1R1. Sólo un animal, de un total de cuatro, presentó un incremento 

considerable en los niveles de IL-1β. Por el contrario, la expresión de TNFα se vio significa-
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tivamente elevada en el grupo EAE, hasta 8-10 veces en algunos animales. Este aumento 

se vio acompañado de mayores niveles en los ARN mensajeros de IL-6 y GFAP, corrobo-

rando la presencia de astrocitos reactivos en la corteza frontal observados por técnicas 

histológicas. La expresión del marcador de daño cerebral S100B no se encontró modificada 

en la etapa aguda de la EAE. 

En conjunto, estos resultados preliminares indicarían que, a diferencia de lo que 

ocurre en médula espinal, no existiría infiltración leucocitaria en la corteza frontal en nues-

tro modelo agudo de EAE ni daño neuronal masivo. En esa región ocurre una activación 

moderada de microglía y astrocitos, acompañada del aumento en la expresión de los me-

diadiores inflamatorios TNFα e IL-6, los cuales podrían contribuir de las alteraciones bio-

químicas y funcionales encontradas en la transmisión sináptica excitatoria. Un análisis más 

detallado sería necesario para revelar en detalle los mediadores de las alteraciones obser-

vadas. 

 

 

 

 



 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Quand on est enfin arrivé à la certitude, on 

éprouve l'une des plus grandes joies que puisse 

ressentir l'âme humaine. 

 

Louis Pasteur. 
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I.  MATERIA BLANCA Y MATERIA GRIS EN EM Y EAE 

La EM es una patología compleja, que involucra a los sistemas inmune y nervioso, y 

afecta tanto a la MB como a la MG en todo el SNC. Mientras los ciclos de desmieliniza-

ción/remielinización se asocian a la aparición de discapacidad física (principalmente mo-

triz) y a ciertos síntomas psicológicos (depresión, ansiedad), la neurodegeneración sería la 

responsable de la acumulación irreversible de discapacidad cognitiva (fatiga cognitiva, 

problemas en el procesamiento de información y la memoria) [142,143]. A su vez, la locali-

zación de las lesiones en el SNC determina las diversas manifestaciones clínicas que carac-

terizan a esta enfermedad (muy variables entre pacientes) [13,45,144]. 

A diferencia de lo que sucede en la EM, en los modelos clásicos de EAE se encuen-

tra comprometida predominantemente la médula espinal, con una menor participación 

del cerebro. Esto hace que el signo clínico típico sea el desarrollo de parálisis fláccida as-

cendente [30,13]. Sin embargo, recientemente la participación de distintas regiones cere-

brales ha comenzado a analizarse en diferentes modelos de EAE (ver las reseñas 

[145,146]). Particularmente, en modelos de EAE crónica se ha descripto una pérdida pro-

gresiva de mielina, axones, oligodendrocitos y neuronas, junto con activación de microglía 

y astrocitos e infiltración leucocitaria. Esto se observó tanto en la MB como en la MG del 

cerebelo y de diversas áreas del cerebro, como el hipocampo, el cuerpo estriado (caudado-

putamen), el cuerpo calloso y la corteza cerebral [52,56,34,39,53]. Estas alteraciones, al 

igual a lo observado en EM, fueron correlacionadas con diferentes cambios comportamen-

tales como ansiedad, depresión, déficit en el aprendizaje y pérdida de memoria [50,51]. En 

este sentido, en nuestro grupo se describieron alteraciones bioquímicas en regiones ex-

tramielínicas del cerebro de ratas con EAE [147]. Posteriormente, nuestro grupo también 

fue el primero en mostrar fallas en la liberación del neurotransmisor excitatorio glutamato 

en la corteza cerebral durante la etapa aguda de la EAE [95]. Estos hallazgos fueron corro-

borados por otro grupo, en un modelo crónico de EAE en ratones [27], indicando que po-

dría tratarse de un mecanismo patológico conservado. 

En esta tesis se exponen cambios bioquímicos en la maquinaria que regula la dis-

ponibilidad de las VSs para exocitar, los cuales se encontrarían concentrados en la región 

frontal de la corteza. A pesar de las diferencias anatómicas, las cortezas frontales de muri-

nos y primates comparten propiedades funcionales y de conectividad [148-150], las cuales 

implican principalmente procesos cognitivos superiores [151]. En pacientes con EM, el 
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grado de actividad de esta región así como la integridad de sus conexiones con los ganglios 

basales se ha asociado fuertemente con el desarrollo de fatiga central o cognitiva [46], uno 

de los síntomas más comunes e inhabilitantes de esta patología [152]. Sin embargo, se 

conoce muy poco acerca de las bases moleculares de estos cambios funcionales. En perso-

nas enfermas con EM se ha descripto acumulación de Na+ y fallas mitocondriales como  

consecuencia de la desmielinización, tanto en corteza como en regiones subcorticales [48]. 

En la corteza frontal, se encontró disminución en el metabolismo de glucosa, pérdida de 

volumen de MG (en casos avanzados), perturbación de conexiones y cambios en los nive-

les de activación neuronal [45,153-155]. Alteraciones que correlacionan altamente con el 

grado de fatiga cognitiva y el deterioro en la memoria de trabajo O. En modelos animales 

de EAE la corteza frontal en sí misma no ha sido explorada, sin embargo se ha informado 

inestabilidad en las conexiones sinápticas corticales en etapas tempranas y pérdida de vo-

lumen de MG cortical en etapas tardías, equivalentes a lo observado en humanos [53,50]. 

Teniendo en cuenta las similitudes entre la EAE y la EM, los mecanismos descriptos en 

nuestro laboratorio podrían también ser responsables de las alteraciones en la corteza 

frontal de pacientes con EM y contribuir a la progresión del daño cognitivo.  

II.  DISFUNCIÓN NEURONAL EN EM Y EAE  

Como se mencionó varias veces en esta tesis, las bases moleculares de la disfunción 

neuronal en EM no se conocen en detalle. Estudios recientes de metabolómica mostraron 

que existe una correlación entre los niveles de metabolitos en los lóbulos frontales de pa-

cientes con EM y ciertas manifestaciones clínicas (estrés y deterioro cognitivo, pero no 

fatiga) [156]. Particularmente, describen una disminución en los niveles de N-acetil aspar-

tato (lo cual es marcador de neurodegeneración), cambios en contenido de colina, inosito-

les y lípidos (indicadores de disrupción de mielina e inflamación), e informan un aumento 

de glutamato en la MB mientras sus niveles se encontraron disminuidos en las lesiones. En 

cuanto a la disfunción neuronal en la EAE, nuestro grupo ha reportado previamente una 

disminución en la liberación de glutamato dependiente de [Ca2+]i en terminales nerviosas 

corticales [95]. Esto se vio acompañado de fallas en la fosforilación de SynI y disminución 

en la densidad de receptores GABAA en la membrana sinaptosomal [41]. En sinaptosomas 

purificados de cerebro, otros investigadores informaron un aumento en receptores meta-

                                                      
O
 La memoria de trabajo es una memoria de tipo activa (no se almacena a largo plazo) y es el resultado de 

un proceso complejo que involucra el monitoreo, integración y manipulación de información para  realizar 
una acción o tomar una decisión dirigida a un objetivo. 
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botrópicos e ionotrópicos excitatorios y proteínas transportadoras de glutamato, siendo 

esto último una posible respuesta adaptativa al insulto excitotóxico [157,158]. 

Continuando con los trabajos previos de nuestro laboratorio, durante esta tesis pu-

do demostrarse que las alteraciones sinaptosomales que ocurren a nivel de la corteza ce-

rebral se encontrarían concentradas en la región frontal y aparecen conjuntamente con los 

signos clínicos clásicos de EAE, mostrando ambas manifestaciones patológicas un curso 

temporal coincidente y agudo. Profundizando en el análisis de la cinética de liberación de 

glutamato, se encontró que tanto la cantidad total de neurotransmisor liberado como la 

velocidad inicial de liberación se encuentran disminuidas en los primeros días de la etapa 

aguda de la enfermedad, retornando a valores similares al control cuando los animales se 

recuperan completamente de los signos clínicos (es decir, al recobrar una motricidad nor-

mal). Notablemente, el contenido total de glutamato de los sinaptosomas fue similar para 

todos los grupos experimentales estudiados. Además, coincidiendo con los hallazgos pre-

vios en sinaptosomas de corteza completa [95], se mostró de manera indirecta que sola-

mente la liberación dependiente del influjo de Ca2+ a través de CCAV se encuentra reduci-

da en terminales nerviosas de la corteza frontal. Cabe mencionar que estudios previos 

mostraron que la reducción en la liberación de glutamato se mantiene cuando es inducida 

con el ionóforo de Ca2+ ionomicina [95]. En ese trabajo también se analizó el aumento de 

[Ca2+]i utilizando la sonda Fura-2 AM y se concluyó que el influjo de dicho catión ocurre en 

la misma medida en animales controles (AFC) y EAE enfermos y recuperados. Todos estos 

datos nos llevaron a hipotetizar que la disfunción en las terminales nerviosas de la corteza 

frontal de ratas en la etapa aguda de la EAE se debería principalmente a problemas en la 

maquinaria molecular que regula la liberación de neurotransmisor, antes que a una disfun-

ción de canales iónicos (aunque no podemos descartar que estos últimos estén contribu-

yendo). 

En base a lo expuesto, el objetivo central de este trabajo fue explicar el mecanismo 

responsable de dicha falla en la liberación de glutamato. Para este estudio nos enfocamos 

en la vía de señalización que involucra a SynI. Esta decisión se basó en dos hechos. En pri-

mer lugar, SynI es la fosfoproteína más abundante en terminales nerviosas y, a través de la 

interacción con otras syns, F-actina y VSs, controla la disponibilidad de las VSs para exoci-

tar [71,73]. En segundo lugar, en nuestro laboratorio se determinó que células T y anti-

cuerpos anti-PBM reaccionan de manera cruzada con SynI [113], e híbridos de porciones 
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de SynI fusionados a la subunidad B de la toxina colérica, cuando son administrados vía 

oral, pueden reducir la inflamación y los signos clínicos de la EAE [26].  

SynI posee nueve sitios de fosforilación, la combinación del estado de fosforilación 

en cada uno de ellos regula la afinidad de esta proteína por las moléculas con las que in-

teracciona, tal como se describió en la introducción de esta tesis. Los sitios de fosforilación 

de SynI más estudiados son aquellos que son sustratos de las enzimas Erk1/2, PKA y 

CaMKII. Erk1/2 fosforila los sitios 4/5 (Ser 62/67) de SynI y tiene un efecto dual sobre la 

liberación de neurotransmisor. Tanto la sobreexpresión de la forma fosforilada constituti-

vamente como de la no fosforilable de SynI en los sitios de Erk1/2 tienen un efecto perju-

dicial sobre el ciclado de las VSs [81]. Es más, Erk1/2 regula negativamente la expresión en 

la membrana de CCAVs tipo L en neuronas, limitando la exocitosis e inhibiendo la poten-

ciación post-tetánica de manera dependiente de la fosforilación de SynI en los sitios 4/5 

[159,160]. Nuestros estudios muestran un incremento en los niveles totales de la proteína 

Erk1/2 así como en su estado de fosforilación (y por lo tanto de activación) luego de la es-

timulación con 4-AP en sinaptosomas del grupo EAE. Al mismo tiempo, SynI se encontró 

más fosforilada en los sitios 4/5 en estado basal, manteniéndose esta diferencia a tiempos 

cortos post-despolarización y tendiendo a los valores del control a tiempos largos. En culti-

vos primarios de neuronas, se ha descripto que SynI muestra una distribución difusa en las 

terminales y a lo largo de los axones (a diferencia de su clásica localización puntual en los 

botones sinápticos) cuando se encuentra pseudo-fosforilada constitutivamente en los si-

tios de Erk1/2 [161]. Considerando que la fosforilación de dichos sitios sólo afecta la inter-

acción de SynI con F-actina, pero no con las VSs, nuestros resultados sugieren que los 

agregados de VSs podrían estar más dispersos en terminales en reposo de la corteza fron-

tal durante la EAE, y por ende las VSs no estarían posicionadas correctamente para res-

ponder al estímulo despolarizante. 

Por otro lado, la fosforilación de SynI en los sitios 2 y 3 por CaMKII produce un 

cambio conformacional muy dramático en la proteína, disminuyendo de esta manera su 

afinidad tanto por las membranas de las VSs como por los filamentos de actina [79,77]. En 

consecuencia, los agregados de vesículas se dispersan posibilitando la movilización y fusión 

de las VSs en la ZA. La fosforilación de SynI en el sitio 1 (sustrato de PKA y CaMKI) tiene el 

mismo efecto, aunque menos drástico [162]. Nuestro grupo ha informado previamente, en 

sinaptosomas corticales purificados durante la etapa aguda de la EAE, una bajada significa-
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tiva en la cinética de fosforilación de SynI en el sitio 1 [95]. Ampliando estos estudios, aquí 

mostramos que, en la corteza frontal, los defectos en la liberación de glutamato se vieron 

acompañados de una reducción en los niveles basales de CaMKIIα asociada a los agrega-

dos de VSs y una disminución en el curso temporal de fosforilación de SynI en el sitio 3 

luego de la despolarización. Conjuntamente, la dispersión de SynI inducida por 4-AP se 

encontró impedida, permaneciendo unida a las VSs (tanto las de reserva como las ancladas 

a membrana). El mecanismo mediante el cual CaMKIIα disgrega a las VSs, con SynI como 

intermediaria, fue demostrado hace pocos años [118]. La forma funcional de esta quinasa 

se compone de dos anillos hexaméricos, donde cada monómero tiene una masa de ≈50 

KDa. Es decir, se trata de una enzima de gran tamaño, midiendo aproximadamente 12 nm 

de diámetro por 6 nm de grosor [163]. Esta característica hace que, en terminales en repo-

so, se ubique en la periferia de los agregados de VSs. Cuando CaMKIIα se activa por unión 

de Ca2+-calmodulina, fosforila a SynI en las VSs de la periferia provocando su liberación de 

los agregados. De esta forma, a medida que las vesículas más externas se van dispersando, 

la quinasa va ganando a acceso a regiones más internas de los agregados [118]. Basándo-

nos es este mecanismo de acción, nuestras observaciones en los sinaptosomas del grupo 

EAE pueden explicarse según un modelo en el cual una menor cantidad de CaMKIIα unida 

inicialmente a los agregados de VSs produce una menor fosforilación de SynI en el sitio 3 

en las vesículas periféricas. Esto lleva a una menor dispersión de SynI y de VSs, con la con-

secuente menor penetración de la quinasa en los agregados, en un ciclo de retroalimenta-

ción negativa. Además, tanto los niveles basales como la redistribución hacia las membra-

nas sinaptosomales de CaMKIIα fueron similares para los grupos AFC y EAE, sugiriendo que 

solamente el reclutamiento de esta enzima hacia los agregados de VSs (pero no a la ZA) se 

encuentra afectado durante la enfermedad (probablemente debido a las diferencias en 

composición proteica entre ambas membranas). Apoyando dicho modelo, los estudios de 

microscopía electrónica mostraron una reducción en la movilización de las VSs hacia la ZA 

y la consecuente reposición del RRP ante estimulación sostenida (sin observarse alteracio-

nes morfológicas significativas). Todo esto nos lleva a concluir que la disponibilidad de las 

VSs para exocitar se encuentra disminuida durante la EAE en la región frontal de la corteza. 

Mientras PP2A (la fosfatasa que actúa sobre SynI en los sitios de CaMKII) tiene una 

actividad basal constante, CN (la enzima que desfosforila a SynI en los sitios de Erk1/2), es 

activada por el aumento de [Ca2+]i [78]. CN, además, es la única fosfatasa que regula a las 

defosfinas, un grupo de proteínas esenciales para los diferentes pasos del proceso de en-
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docitosis mediada por clatrina [70]. De esa forma controla el reciclado de las VSs luego de 

la exocitosis. Este reciclado también es dependiente del dinamismo de los filamentos de 

actina, lo cual a su vez es regulado por Erk1/2 [119]. Cuando analizamos a CN en sinapto-

somas del grupo EAE, se la encontró elevada, tanto en el citoplasma como en las membra-

nas sinápticas. Teniendo en cuenta lo discutido hasta aquí, podemos dividir las alteracio-

nes en sinaptosomas del grupo EAE en dos etapas: En reposo y a tiempos cortos (cuando 

[Ca2+]i es bajo) el incremento en los niveles y el estado de activación Erk1/2 llevaría al au-

mento en el estado basal de fosforilación de SynI y, posiblemente, en el dinamismo de 

actina, lo cual perturbaría la organización de la presinapsis. A tiempos largos (más de un 

minuto luego de la estimulación), la actividad de CN se volvería considerable llevando, por 

un lado, a la caída en los niveles de fosforilación de SynI en los sitios 4/5 hacia valores con-

troles y, por otro lado, a posibles defectos en la endocitosis. La exocitosis y la endocitosis 

no ocurren independientemente, sino que se encuentran estrechamente acopladas e in-

cluso comparten parte de la maquinaria molecular [164]. Los resultados obtenidos en 

nuestro laboratorio indican que ambos procesos podrían estar impedidos en terminales 

nerviosas de la corteza frontal durante la EAE. Es más, ya que CN y Erk1/2 también afectan 

el dinamismo de actina, los pasos finales de endocitosis y el correcto reciclado de las vesí-

culas podrían encontrarse limitados. Sería de sumo interés para el laboratorio probar esta 

hipótesis. Utilizando metodologías de imagen in vivo de rodajas de corteza frontal podrían 

medirse velocidades de exocitosis, endocitosis y reacidificación de VSs, así como el dina-

mismo de actina y la dispersión de SynI. Este tipo de experimentos podrían, idealmente, 

acoplarse con técnicas electrofisiológicas y análisis por microscopía electrónica. De esta 

manera, no sólo podría describirse en detalle el mecanismo de la disfunción neuronal en la 

EAE, sino que también se tendría una noción de las alteraciones que ocurren en un contex-

to más completo y complejo que el de los sinaptosomas. 

III.  INFLAMACIÓN EN EM Y EAE  

Otro objetivo de esta tesis fue indagar las posibles causas de los cambios bioquími-

cos en las terminales nerviosas de los animales con EAE. En este sentido, debemos recor-

dar que esta patología experimental posee un importante componente inflamatorio, al 

igual que sucede en la enfermedad en humanos. Ocurre infiltración de leucocitos y gliosis a 

lo largo de todo el SNC, y estas células activadas secretan una variedad de mediadores pro-

inflamatorios, entre ellos citoquinas y glutamato, lo cual produce daño neuronal y excito-
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toxicidad [37,165]. En esta tesis se encontraron elevados los niveles de las enzimas Erk1/2 

y CN, en sinaptosomas de la corteza frontal en el grupo EAE. La activación de Erk1/2 y su 

cascada se ha asociado a la aparición de infiltrados en la médula espinal en otros modelos 

de EAE aguda en ratas [166]. La vía de Erk1/2 a su vez se vio implicada en la generación de 

tolerancia a insultos excitotóxicos a través de la activación sub-letal de los receptores ionó-

tropicos de glutamato llamados NMDAR [167]. Por el contrario, la sobreactivación de di-

chos NMDAR se asocia a excitotoxicidad y neurodegeneración en numerosas patologías, 

entre ellas EAE y EM. En este contexto, la citoquina IL-6 y el factor neurotrófico derivado 

de cerebro (BDNF, por su sigla en inglés) demostraron ser neuroprotectores. Este efecto es 

dependiente de la activación de la vía de Erk1/2 y sus efectores corriente abajo [168,169]. 

Por otro lado, en las células gliales la fosfatasa CN es fuertemente inducida por citoquinas 

pro-inflamatorias. En neuronas, la citoquina pro-inflamatoria TNFα produce la liberación 

de Ca2+ desde reservorios intracelulares y la activación de CN, lo cual a su vez desencadena 

cascadas de apoptosis [170,171]. Inhibidores de CN poseen propiedades inmunosupreso-

ras y se emplean en medicina para evitar o disminuir el rechazo de órganos en pacientes 

trasplantados [172]. Por estas razones, sospechamos que los aumentos observados en los 

niveles de Erk1/2 y de CN en terminales nerviosas del grupo EAE podrían ser el reflejo de 

una respuesta neuronal ante la excitotoxicidad y la presencia de citoquinas pro-

inflamatorias en la corteza frontal, respectivamente. 

Para analizar la presencia y distribución del daño y/o inflamación en el cerebro de 

las ratas con EAE, como primera aproximación se realizaron tinciones histológicas clásicas 

en cortes sagitales. El revelado con azul de toluidina mostró un tejido con apariencia nor-

mal en los dos grupos estudiados, AFC y EAE, tanto en cuanto a la organización como a la 

morfología y cantidad de células en las distintas regiones del cerebro. La tinción de luxol 

rápido también mostró una organización normal de las estructuras de MB en el cerebro de 

ambos grupos, sin observase una desmielinización masiva. Además, no se encontraron 

leucocitos infiltrantes (detectables por estas técnicas) en el cerebro, a excepción de un 

animal (el EAE1), que presentó infiltrados en la región contenida entre el tercer ventrículo 

y el ventrículo lateral, acompañados de daño celular y pequeños puntos con desmieliniza-

ción (datos no mostrados). Esta ausencia de cambios notorios en el cerebro probablemen-

te es consecuencia de que se trata de un modelo agudo, de rápida remisión. En modelos 

crónicos, caracterizados por un mayor compromiso axonal, infiltración y desmielinización 

se han descripto en diferentes regiones del cerebro, entre ellas hipocampo, estriado, cuer-
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po calloso y corteza [37,36,39,34]. Actualmente, nuestro grupo está ampliando sus estu-

dios a estos modelos crónicos, ya que reflejan aspectos diferentes de la enfermedad hu-

mana, EM. 

Sin embargo, cabe destacar que muchos de los estudios citados fueron realizados 

cuando la enfermedad se encontraba claramente establecida, varios días después del co-

mienzo de las manifestaciones clínicas. Otros autores, han descripto una ausencia de infil-

tración, desmielinización y disrupción de la BHE en regiones cerebrales alejadas de los ven-

trículos, como es la corteza, en los primeros días de la enfermedad [54]. En el mismo con-

texto, encuentran estrés oxidativo, acumulación de [Ca2+]i, fallas en la remoción de meta-

bolitos tóxicos por parte de los astrocitos y activación de la microglía, la cual sería respon-

sable de reclutar a las células infiltrantes en estadíos más avanzados de la EAE [173,54]. En 

concordancia con ello, en nuestro modelo experimental hallamos tanto microglía como 

astrocitos activados en la corteza frontal, en las primeras 24 hs desde la aparición del pri-

mer signo clínico. Esta activación fue más intensa y marcada en la región frontal de la cor-

teza, en comparación con el resto. Reforzando ese resultado, en la corteza frontal también 

se encontró significativamente elevada la expresión del filamento glial GFAP, un marcador 

clásico de astrogliosis [140], así como de la citoquina IL-6. Ésta es una molécula señal clave 

que secretan los astrocitos reactivos, ya que media la secreción de quemoquinas, con el 

consecuente reclutamiento de leucocitos, la activación de la microglía y la expresión de 

moléculas de adhesión en la BHE, llevando a su pérdida de integridad [174]. Para que se 

origine la EAE, la producción periférica de IL-6 no es esencial, sino su liberación dentro del 

SNC por parte de los astrocitos reactivos [138]. 

Todos los cambios descriptos en esta tesis ocurren en la corteza frontal en ausencia 

de infiltración evidente, muerte neuronal y/o desmielinización. Esto nos lleva a pensar que 

la causa de la activación de la glía serían señales periféricas que llegan a esta región. En 

este sentido, diversos autores demostraron que la inflamación periférica sostenida, causa-

da por inyección de lipopolisacárido o de AFC, provoca un aumento en el número de célu-

las inmunes que patrullan el LCR e incrementa la expresión de citoquinas en el SNC, princi-

palmente TNFα, IL-6 e IL-1β [175,33]. En el período pre-sintomático de modelos de EAE 

crónica, se ha descripto un aumento en IL-1β y TNFα en hipotálamo, en ausencia de infil-

tración, activación de glía o desmielinización [51]. En la misma etapa, TNFα producido en la 

periferia causa inestabilidad en las conexiones sinápticas en la corteza somatosensorial 
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[50] (la cual no está incluida en la corteza frontal, con el método de disección aplicado en 

esta tesis). Estas alteraciones serían responsables de conductas tipo depresivas y otros 

comportamientos anormales, previos a las manifestaciones clínicas en la EAE, que también 

son comunes en pacientes con EM. TNFα puede atravesar la BHE y, una vez en el cerebro, 

afecta diversos procesos: Regula la transmisión sináptica glutamatérgica, aumentando la 

inserción en membrana de receptores de glutamato, lo cual lleva a acumulación de [Ca2+]i 

en las neuronas. Reprime la expresión de transportadores de glutamato en astrocitos, im-

pidiendo la remoción de este neurotransmisor excitatorio del medio. De esta manera ac-

túa sinérgicamente con el glutamato amplificando la excitotoxicidad. Además, el exceso de 

glutamato activa mGluRs en la microglía, llevando a su activación y la secreción de mayo-

res cantidades de glutamato, TNFα y otros mediadores inflamatorios, exacerbando el daño 

[176,177]. En nuestro modelo agudo de EAE, detectamos un notable incremento en la ex-

presión de TNFα en la corteza frontal, en las primeras horas del período sintomático de la 

patología. Teniendo en cuenta los antecedentes presentados y nuestros resultados, es 

muy probable que este aumento en TNFα contribuya a la activación de la glía y de la dis-

función presináptica en la región frontal de la corteza.  

Aquí cabe destacar que, mientras la liberación de glutamato también se encontró 

significativamente reducida en el estriado dorsal, no se halló una activación significativa de 

glía o infiltración ni se vio afectada la vía de señalización de SynI y de Erk1/2 en esa región 

(ver Anexo II). Estos indicios nos llevan a pensar que las causas de la disfunción presinápti-

ca en el estriado dorsal diferirían de las descriptas para la corteza frontal, así como tam-

bién el mecanismo molecular responsable de estos cambios. Este hallazgo es interesante, 

ya que apunta a que el daño en diferentes regiones del SNC podría desarrollarse de mane-

ra diferente, agregando complejidad al estudio de este tipo de patologías neuroinflamato-

rias e induciendo cautela en la tendencia a generalizar mecanismos. 

Para finalizar, queda sin responder la causa de la segregación de las alteraciones a 

nivel de la corteza. Si bien no poseemos base experimental para esta argumentación, es 

interesante comparar el sentido y alcance del flujo del sistema glinfático y  la distribución 

de la inflamación en cerebro durante la EAE. El sistema glinfático fue descubierto y des-

cripto hace pocos años por el grupo de la Dra. Nedergaard. Se trata de una vía anatómica 

que permite el intercambio entre el LCR y el líquido intersticial el cerebro, facilitando la 

remoción de sustancias tóxicas [178]. El drenaje de estas corrientes globales de líquido 
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intersticial ocurre a lo largo de las arterias y venas de mayor calibre en el cerebro. La ma-

yor y más rápida entrada de moléculas sanguíneas se da a lo largo de las arterias basilar y 

olfatoria [179], las cuales atraviesan coincidentemente las regiones donde encontramos 

mayor inflamación en la EAE (es decir, cerebelo y tálamo, zona ventral o basal del cerebro, 

capas externas de los lóbulos frontales y bulbo olfatorio). Componentes centrales de este 

sistema son los astrocitos, quienes transportan los solutos a través del parénquima cere-

bral gracias a canales de la familia de las acuaporinas. Estos canales tienen una distribución 

polarizada, concentrándose en los extremos de los procesos astrocíticos que rodean a va-

sos sanguíneos y forman parte de la BHE. El grupo de la Dra. Nedergaard postula que en 

caso de patologías neurodegenerativas y/o neuroinflamatorias, los astrocitos reactivos 

pierden esta polaridad de canales imposibilitándose el flujo del líquido intersticial y la re-

moción de metabolitos tóxicos, agravando así el daño [178]. Sería de interés poner a prue-

ba esta hipótesis en la EAE y analizar si efectivamente tiene algún tipo de relación con la 

distribución de las alteraciones en el cerebro. 

IV.  CONCLUSIONES 

En base a los experimentos realizados en esta tesis y teniendo en cuenta trabajos 

previos de nuestro grupo así como de otros investigadores, podemos concluir: 

 Con el comienzo de las manifestaciones clínicas ocurre en la región frontal de la corte-

za activación de microglía y astrocitos, posiblemente causada por la llegada de factores 

inflamatorios a través de la sangre. Estas células reactivas secretan TNFα e IL-6, contri-

buyendo a la inflamación local. La secreción de citoquinas probablemente esté acom-

pañada de especies reactivas y glutamato, provocando además estrés oxidativo y  exci-

totoxidad, como se ha mostrado en otros modelos. 

 TNFα e IL-6, posiblemente en conjunto con el exceso de glutamato, actuarían sobre las 

neuronas incrementando la expresión de las enzimas Erk1/2 y CN, y alterarían sus cas-

cadas de señalización, entre ellas la de maquinaria presináptica. Esto conduciría a de-

fectos en la fosforilación y redistribución de SynI y en la dispersión de los agregados de 

VSs, disminuyendo la disponibilidad de las VSs para exocitar y la liberación de neuro-

transmisor. 

 Todos estos cambios se revierten espontáneamente cuando los animales entran en el 

período de recuperación de la patología, y podrían estar implicados en la aparición del 
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deterioro cognitivo (más que en el desarrollo de la parálisis). La comprensión de los 

mecanismos de reversión y de la contribución a la patología de las alteraciones en la 

corteza frontal podrían ayudar a entender el funcionamiento de la enfermedad en hu-

manos y, quizás, generar nuevos blancos terapéuticos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

  

 

 

MAPA  DE  DISECCIÓN  DEL  CEREBRO  DE  RATAS  Y  DEFINICIÓN  DE  

LA  CORTEZA  FRONTAL 

 Luego de la decapitación del animal, el cerebro fue removido rápidamente y ubica-

do en una cápsula de Petri previamente llena con 2-3 mL de GB a 4 °C. Para realizar la di-

sección, el cerebro se posicionó con su parte ventral hacia arriba y los bulbos olfatorios 

fueron removidos. Tomando como guía el quiasma óptico, primeramente se disectó la cor-

teza frontal mediante un corte diagonal (área en verde en la Fig. 36, y ver líneas rojas en 

las Figs. 37 a 41). Luego, mediante otro corte aproximadamente a 2 mm del primero, se 

obtuvo el estriado dorsal (caudado-putamen), previa eliminación del cuerpo calloso, la 

corteza cerebral y el estriado ventral (área en violeta en la Fig. 36, y ver líneas rojas en las 

Figs. 37 a 41). De la porción restante de cerebro se separó el resto de la corteza (área en 

amarillo en la Fig. 36). Asimismo, se diseccionó el cerebelo completo (área en celeste en la 

Fig. 36). Todo el proceso mencionado fue realizado rápidamente (en menos de 2 min) para 

evitar la degradación del tejido, y las estructuras obtenidas fueron simultáneamente ho-

mogeneizadas en GB a 4 °C.  

 

 

Figura 36.  
Esquema del cerebro de rata y las 

estructuras estudiadas en esta tesis.  
Las líneas rojas demarcan la direc-

ción del corte realizado para extraer 
cada área. 
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I.  Definición de la Co rteza Frontal  

Esta área de la corteza posee una definición difusa y variable en la bibliografía, en 

cuanto a su tamaño y las estructuras que incluye. Se decidió definirla de forma tal que 

abarque tanto lo publicado por otros grupos de investigación [180] como también lo esta-

blecido en el principal libro de consulta en cuanto a la estructura del SNC de rata, “The rat 

nervous system” (editado por George Paxinos) [181]. De esta forma, la corteza frontal utili-

zada para los experimentos de esta tesis incluye las siguientes áreas: gran parte de Fr1, Fr2 

y Fr3 (correspondientes a las cortezas motoras primaria o M1, secundaria o M2 y áreas 

accesorias), una pequeña porción de la región más frontal de la corteza parietal (o Par1, 

que incluye parte de la corteza somatosensorial primaria o S1), y la denominada corteza 

prefrontal (que incluye a las cortezas orbitofrontal, cingulada, prelímbica e infralímbica; 

[182]). 

 

  

Figura 37. Imagen sagital del atlas de Paxinos y Watson, 6ta. Edición [127]. Las líneas rojas deno-
tan los cortes realizados con bisturí para seccionar las diferentes áreas del cerebro de rata. En la 
región frontal del corte quedan incluidas: M1, Fr3 y parte de las cortezas somatosensorial (S1J) e 

insular (AID, AIV). 
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Figura 38. Imagen sagital del atlas de Paxinos y Watson, 6ta. Edición [127]. Las líneas rojas deno-
tan los cortes realizados con bisturí para seccionar las diferentes áreas del cerebro de rata. En la 
región frontal del corte quedan incluidas: M2, M1, la corteza orbitofrontal (LO, VO) y la corteza 

frontal de asociación (FrA). 

 

 

Figura 39. Imagen sagital del atlas de Paxinos y Watson, 6ta. Edición [127]. Las líneas rojas deno-
tan los cortes realizados con bisturí para seccionar las diferentes áreas del cerebro de rata. En la 

región frontal del corte quedan incluidas: M2, Fr3, las cortezas prelímbica e infralímbica (PrL a IL), y 
parte de la corteza cingulada (Cg1). 
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Figura 40. Imagen horizontal del atlas de Paxinos y Watson, 6ta. Edición [127]. Las líneas rojas de-
notan los cortes realizados con bisturí para seccionar las diferentes áreas del cerebro de rata. En la 

región frontal del corte quedan incluidas: M1, M2, S1J, FrA, PrL, Cg2. 
 

 

Figura 41. Imagen horizontal del atlas de Paxinos y Watson, 6ta. Edición [127]. Las líneas rojas de-
notan los cortes realizados con bisturí para seccionar las diferentes áreas del cerebro de rata. En la 
región frontal del corte quedan incluidas las distintas áreas de la corteza orbitofrontal (LO, VO, MO). 



 
 

  

 

 

ALTERACIONES  GLUTAMATÉRGICAS  EN  EL  ESTRIADO  DORSAL  

(CAUDADO-PUTAMEN)  EN  LA  ETAPA  AGUDA  DE  LA  EAE 

Adicionalmente a la corteza frontal, en esta tesis se exploró la liberación de gluta-

mato en otras regiones relacionadas con el control y aprendizaje motriz, como son el es-

triado dorsal (caudado-putamen) y el cerebelo. En ambas estructuras se encontró una 

disminución estadísticamente significativa  tanto en la cantidad total de glutamato libera-

do como en la velocidad inicial de liberación. Debido a la complejidad del cerebelo, nos 

centraremos en los resultados preliminares obtenidos en el cuerpo estriado.  

 

Figura  37. A. Glutamato total liberado durante 8 min (relativizado a los mg de proteínas sinapto-
somales) en diferentes etapas de la patología (F=5,655). B. Velocidad de liberación a tiempos cortos 

(F=3,224).  C. Liberación de glutamato independiente de [Ca2+]i (F=0,6673). D. Contenido total de 
glutamato intrasinaptosomal (F=0,2196). Sinaptosomas purificados de estriado dorsal, datos de 3 

experimentos independientes, N=4-6 animales por grupo ( p<0,01). 

 

En la figura 37 puede observarse que, al igual a lo descripto para la corteza frontal, 

el curso temporal de los defectos en la liberación de glutamato es coincidente con el desa-

rrollo de la EAE. La disminución máxima en la cantidad de glutamato liberado se observa 

en las primeras horas de la etapa sintomática, desapareciendo rápidamente cuando los 

animales comienzan a recuperarse (Fig. 37A). La velocidad inicial de liberación también se 
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vio significativamente disminuida (Fig. 37B). Por el contrario, la liberación de glutamato 

independiente de [Ca2+]i y el contenido intrasinaptosomal de glutamato fueron similares 

para todos los grupos experimentales (Fig. 37C-D). Indicando nuevamente posibles altera-

ciones en la maquinaria molecular presináptica. 

Sin embargo, para el caso del estriado no se encontraron diferencias entre los gru-

pos AFC y EAE en el curso temporal de fosforilación de SynI y de Erk1/2, ni tampoco en los 

niveles totales de ambas proteínas (Fig. 38). Esto es un claro indicio de que el mecanismo 

por el cual se altera la transmisión sináptica no es necesariamente el mismo en todas las 

regiones del cerebro, agregando complejidad al estudio de esta patología. Este resultado 

va de la mano con la falta de activación de la glía observada en caudado-putamen por his-

tología (ver Tabla 3).  

 

 

Figura 38. 
A. Niveles totales de la 

proteína SynI.  
B. Curso temporal de fos-
forilación de SynI luego 

de estimulación con 4-AP.  
C. Niveles totales de la 

quinasa Erk1/2.  
D. Curso temporal de fos-
forilación de Erk1/2 luego 

del agregado de 4-AP.  
Sinaptosomas purificados 
de estriado dorsal (cau-

dado-putamen).  
Datos de 3 experimentos 
independientes, N=6 ra-

tas por grupo. 
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