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I. RESUMEN 
 
 La muerte neuronal mediada por la activación de los receptores a 

glutamato de tipo N-metil-D-aspartato (NMDA), se ha asociado a diferentes 

condiciones patológicas como la isquemia, la hipoglucemia y algunas 

enfermedades neurodegenerativas. Este proceso de muerte se conoce como 

excitotoxicidad y está relacionado con el aumento en los niveles de glutamato 

extracelular, y en la concentración de calcio (Ca2+)  interno por la entrada de este 

catión a través del receptor NMDA. Entre los procesos activados por Ca2+ está la 

producción de especies reactivas de oxígeno (EROS), que desencadena otro 

proceso conocido como estrés oxidativo. Se sabe que la toxicidad del glutamato 

se facilita durante la falla energética, condición asociada a la isquemia y a la 

hipoglucemia. Aunque el substrato energético principal en el cerebro es la 

glucosa, en algunas condiciones, como la inanición, el ayuno prolongado, la 

hipoglucemia y durante el periodo de amamantamiento, la concentración 

sanguínea de los cuerpos cetónicos, acetoacetato (AcAc) y β-hidroxibutirato (β-

HB) aumenta, y pueden ser utilizados en el cerebro como substratos energéticos 

alternativos a la glucosa.  

En el presente estudio investigamos si la inhibición glucolítica inducida 

por el yodoacetato (IOA), un inhibidor de la enzima glucolítica, gliceraldehído 3-

fosfato deshidrogenasa, induce muerte neuronal a través de un mecanismo 

excitotóxico, relacionado con la producción de EROS y con el incremento en la 

concentración de Ca2+ intracelular, en cultivos de neuronas de hipocampo de 

rata. La exposición de las neuronas a 50 µM de IOA induce una disminución 

lenta y progresiva en los niveles de ATP y muerte neuronal parcial, mientras que 

la exposición a 100 µM de IOA induce una disminución rápida y aguda en los 

niveles de ATP, así como una muerte neuronal masiva. Así mismo, observamos 

que la producción de EROS es dosis y tiempo dependiente. Tanto la muerte, 

como la producción de EROS inducidas por inhibición glucolítica moderada son 

prevenidas eficientemente por un bloqueador de los receptores a glutamato de 

tipo NMDA, la ausencia de calcio externo, el atrapador de Ca2+ intracelular, 
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Bapta-AM, por antioxidantes (principalmente vitamina E) y por cuerpos 

cetónicos; mientras que en el caso de la condición aguda ambos procesos son 

prevenidos eficientemente por la vitamina E, cuerpos cetónicos y el Bapta-AM; 

pero no por el medio libre de Ca2+ ni por el bloqueador de los receptores NMDA. 

El tratamiento con AcAc y D-β-HB previene la reducción de los niveles de ATP, 

pero no así el L- β-HB, aunque disminuye la producción de EROS y la muerte 

neuronal, atribuyéndosele este efecto a una acción antioxidante.  La exposición 

a IOA induce el aumento en la concentración de Ca2+ intracelular de una manera 

dependiente de la dosis.  

Los resultados sugieren que el daño neuronal inducido por la inhibición 

glucolítica puede implicar diferentes mecanismos, dependiendo de la intensidad 

del déficit energético. Durante la inhibición glucolítica moderada un componente 

excitotóxico está claramente implicado, mientras que durante la falla energética 

severa, el estrés oxidativo tiene un papel preponderante.  En ambas condiciones 

el proceso de muerte está asociado con un aumento en la concentración de 

calcio intracelular. En el caso de la falla energética moderada, esta estaría 

mediado por los receptores NMDA, mientras que durante la falla energética 

severa, la alteración de los sistemas de regulación de la homeostasis del calcio 

intracelular podría tener un papel preponderante. Por otra parte, los resultados 

sugieren que la reducción de la producción de EROS por los cuerpos cetónicos 

está mediada por su efecto metabólico través del mantenimiento del 

metabolismo mitocondrial. Aunque, con base en los resultados obtenidos 

podemos concluir que el efecto protector de dichos compuestos, principalmente 

del β-HB, está relacionado con su acción atrapadora de radicales libres, 

principalmente de •OH.  
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II. ABSTRACT 
 
 Neuronal death induced by activation of the N-methyl-D-aspartic acid 

(NMDA) glutamate receptor subtype has been associated with different 

pathological conditions such as, ischemia, hypoglycemia and some 

neurodegenerative diseases. This process of cell death is known as excitotoxic 

and is related to the increase in glutamate extracellular levels and augmented 

intracellular calcium (Ca2+), due to the influx of this ion through NMDA receptor. 

Increased production of reactive oxygen species (ROS) is one of the processes 

activated by Ca2+ inducing oxidative stress. It is well known that glutamate 

toxicity is highly facilitated during energy failure. Glucose is the main energy 

substrate in brain, however in some conditions such as prolonged fasting, 

starvation, hypoglycemia, and during the suckling period, the blood concentration 

of ketone bodies, acetoacetate (AcAC) and β-hydroxybutyrate (β-HB) increases 

and they can be used as alternative energy substrates by brain. 

In the present study we have investigated whether glycolysis inhibition 

induced by iodoacetate (IOA), an inhibitor of the glycolytic enzyme, 

Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, induces neuronal death through an 

excitotoxic mechanism, related to ROS production and increased intracellular 

Ca2+ concentration, in hippocampal cultured neurons. Exposure of 50 μM of IOA 

to neurons induces a slow and progressive decrease in ATP levels and partial 

neuronal death; while exposure to 100 µM IOA induces a fast and acute 

reduction of ATP levels, as well as a massive neuronal death. In addition, we 

observed that ROS production is dose and time dependent. Both neuronal death 

and ROS production induced by moderate glycolysis inhibition, are efficiently 

prevented by blockade of NMDA receptors, the absence of extracellular Ca2+, the 

Ca2+ chelator Bapta-AM, antioxidants (mainly vitamin E), and the ketone bodies; 

While in the case of the acute condition both processes are efficiently prevented 

by vitamin E, ketone bodies and Bapta-AM; but not by Ca2+-free medium, nor by 

blockade of NMDA receptors. Treatment with AcAc and D-β-HB, but not with L-β-

HB prevented the reduction of ATP levels, while the three compounds reduced 
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ROS production and the neuronal death. Exposure to IOA induces the increase 

in the intracellular Ca2+ concentration, which is dose dependent.  
Results suggest that neuronal damage induced by glycolysis inhibition 

involves different mechanisms depending on the intensity of the energy deficit. 

During moderate glycolysis inhibition an excitotoxic component is involved, while 

during acute inhibition oxidative stress might play a major role. In both conditions 

neuronal death is associated with increased intracellular Ca2+. In the case of 

moderate energy failure this is mainly mediated by the NMDA receptor, while 

during severe energy failure, alterations in the systems regulating the intracellular 

Ca2+ levels might have a mayor role. Results suggest that reduction in ROS 

production by ketone bodies is mediated by its metabolic effect through the 

supplementation of mitochondrial metabolism. However, the present results lead 

us to conclude that the protective effect of these compounds, mainly of β-HB, is 

related to its free radical scavenger activity, mainly •OH. 
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III. ORGANIZACIÓN DE LA TESIS 
 

La presente tesis está organizada en: Introducción, Antecedentes, 

Hipótesis, Objetivos, Resultados, Discusión, Conclusiones y Apéndice. En la 

sección de metodología, solamente se incluye un diagrama de flujo de los 

métodos, ya que los mismos están descritos detalladamente en los artículos 

incluidos en los resultados.  

La revisión sobre los distintos sistemas de regulación del calcio 

intracelular y su papel en la en la muerte excitotóxica y el estrés oxidante, se 

incluye en la revisión (artículo 1):  

Hernández-Fonseca K., Massieu L., Díaz-Muñoz M. 2007. Interplay 

between intracellular calcium handling and reactive oxygen species. Role 

of mitochondria and endoplasmic reticulum, publicada como capítulo en el 

libro “The Neurochemistry of Neuronal Death”, editado por L. Massieu, C. Arias y 

J. Morán, Ed. Research Singpost, Kerala, India.  

En los Antecedentes se hace referencia a un trabajo previo directamente 

relacionado con esta tesis’, que formó parte de mi tesis de maestría y que se 

incluye como consulta en el apéndice. (artículo 4):  

Hernández-Fonseca K., Massieu L. 2005. “Disruption of endoplasmic 
reticulum calcium stores is involved in neuronal death induced by 
glycolysis inhibition in cultured hippocampal neurons”, J. Neurosci. Res. 

2005, 82: 196-205. 

En los Resultados se incluyen dos artículos (artículos 2 y 3):  

Hernández-Fonseca K., Massieu L. 2008. “Calcium-dependent 
production of reactive oxygen species is involved in neuronal damage 
induced during glycolysis inhibition in cultured hippocampal neurons”. J. 

Neurosci. Res., DOI: 10.1002/jnr.21634 

Haces M.L., Hernández-Fonseca K., Medina-Campos O.N., Montiel T., 

Pedraza-Chaverri J., Massieu L. 2008. “Antioxidant capacity contributes to 
protection of ketone bodies against oxidative damage induced during 
hypoglycemic conditions”. Exp. Neurol. DOI:10.1016/expneurol.2007.17.029.  
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Sólo los resultados de los experimentos in vitro presentados en este artículo 

forman parte de esta tesis. 

En la Discusión, se resumen y se integra la discusión conjunta de ambos 

artículos. 
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IV. ABREVIATURAS 
 
AAE   Aminoácidos excitadores 

AcAc   Acetoacetato 

Acetil-CoA  Acetil coenzima A 

EROS   Especies Reactivas de Oxígeno 

FADH2  Flavin adenin dinucleotido 

FMN   Favin mononucelótido 

GAPDH  Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa 

GPx   Glutatión peroxidasa 

GSH   Glutatión  
H+   Protón 

IOA   Yodoacetato (por sus siglas en inglés) 

NADH   Nicotinamida adenin dinucleótido reducido 

PFK-1   Fosfofructocinasa -1  

SNC   Sistema nervioso central 

β-HB   β-hidroxibutirato 
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V. INTRODUCCIÓN 

Metabolismo energético en el cerebro 
 El cerebro humano es un órgano muy caro en cuanto a la energía que 

requiere para su funcionamiento debido a que aunque sólo representa el 2% del 

peso corporal requiere del 40-60% del ATP total producido (Hyder et al., 2006; 

Shulman et al., 2004). La energía que requiere el cerebro para mantener su 

funcionamiento puede equipararse a la que necesita un músculo de la pierna de 

un humano que corre un maratón o la energía requerida por el riñón para llevar a 

cabo su trabajo osmótico (Attwell y Laughling, 2001). Aproximadamente el 75% 

de la energía consumida por el cerebro se utiliza en señalización celular, 

mientras que el 25% restante sirve para mantener actividades cerebrales 

esenciales, como: síntesis y degradación de proteínas, recambio de nucleótidos 

y fosfolípidos, transporte axonal y transporte mitocondrial de protones (H+)

(Attwell y Laughling, 2001). Se ha propuesto que la alta demanda energética del 

cerebro, se debe a que alrededor del 95% de las sinápsis son glutamatérgicas y 

GABAérgicas, y el balance entre la excitación y la inhibición requiere de un gran 

consumo de energía (Patel et al., 2005; Waldvogel et al., 2000). 

 El cerebro requiere de un aporte continuo de oxígeno y glucosa para 

sustentar sus necesidades energéticas basales. El  Sistema Nervioso Central 

(SNC) presenta una capacidad muy limitada de utilizar reservas alternativas de 

energía. Aunque en algunas condiciones, como el ayuno prolongado, puede 

metabolizar cuerpos cetónicos (acetoacetato y -hidroxibutirato), el cerebro no 

es capaz de metabolizar las grasas. Adicionalmente, el cerebro posee una 

reserva muy limitada de glucógeno (0.1 g/100 g de tejido fresco, comparado con 

1 g/100 g en músculo y 6-10 g/100 g en hígado), que en condiciones de 

ausencia de glucosa puede sostener por algunos minutos el funcionamiento 

cerebral.

 A nivel cerebral,  la glucosa alimenta diferentes vías metabólicas. Es el 

principal sustrato para la producción de ATP y NADH, por su oxidación a través 

de la glucólisis y del ciclo del ácido cítrico (ciclo de Krebs) (Fig. 1). Interviene en 
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la biosíntesis de aminoácidos y neurotransmisores por vía anaplerótica del ciclo 

de Krebs; interviene en la síntesis de glucógeno; y mediante la vía del ciclo de 

las pentosas produce ribosa 5-fosfato y NADPH, necesarios para la síntesis de 

nucleótidos y lípidos, respectivamente (Tabernero et al., 1996). 

En la mayoría de las células de mamífero, el transporte de glucosa y de 

otras hexosas ocurre a través de un mecanismo saturable de difusión facilitada 

que depende principalmente de la participación de proteínas de transporte de la 

familia SLC2, que está formada por 13 proteínas transportadoras, GLUT1-

GLUT12 y por el transportador de mio-inositol (HMIT) (Uldry y Thorens, 2004). 

Con excepción del GLUT1, el cual se expresa ubicuamente, las otras proteínas 

transportadoras de esta familia presentan un patrón de expresión tejido y célula 

especifico. Dada la heterogeneidad celular en el cerebro, no es sorprendente 

que se haya reportado que la mayoría, sino todas las proteínas de esta familia 

de transportadores, estén presentes en el cerebro de mamífero (Duelli y 

Kuschinsky, 2001; Dwyer et al., 2002; Maher et al., 1994; Vannucci et al., 

1997a). Sin embargo, la mayoría de estos transportadores son ineficientes en el 

transporte de glucosa ya que presentan una baja afinidad (GLUT5, GLUT6, 

GLUT11 y HMIT), lo cual está compensado por la gran cantidad de 

transportadores en la membrana de las neuronas. Algunos, tienen una 

localización y concentración limitada en el SNC (GLUT2 y GLUT4), mientras que 

para otros su localización y capacidad de transporte no ha sido determinada 

(GLUT8 y GLUT10). En el cerebro de mamíferos el transporte de glucosa 

predominantemente lo realizan los transportadores GLUT1 y GLUT3 (McEwen y 

Reagan, 2004; Vannucci et al., 1997b).

 El transportador de glucosa GLUT1, fue el primero en clonarse, y sus 

características cinéticas están exhaustivamente estudiadas (Mueckler et al., 

1985). Debido al patrón de glicosilación de GLUT1, se han detectado dos 

variantes de peso molecular (45 y 55 kDa) en el SNC de mamífero, lo cual no  

representa diferencias en estructura proteica o características cinéticas 

(Birnbaum et al., 1986). La forma de mayor peso molecular (55 kDa) es 

expresada en eritrocitos y en células endoteliales que forman la barrera 
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hematoencefálica (Simpson et al., 2007). La forma de 45 kDa de GLUT1 se 

localiza en células gliales, así como en las membranas basolateral y apical de 

los plexos coroideos. En condiciones fisiológicas hay una expresión muy limitada 

de GLUT1 de 45 kDa en neuronas, aunque su expresión puede incrementarse 

como respuesta a un estrés ambiental o en condiciones de cultivo (Gerhart et al., 

1994; Lee y Bondy, 1993). El número de transportadores GLUT1 en las 

membranas de las células endoteliales de la barrera hematoencefálica es mucho 

mayor que en los astrocitos (400 pmol/mg proteína y 5.8-7.3 pmol/mg proteína 

respectivamente) (Simpson et al., 2001; Vannucci et al., 1997b).

 El transportador GLUT3,  originalmente se clonó en una línea celular de 

músculo esquelético de feto humano (Nagamatsu et al., 1992). En el cerebro se 

ha localizado casi exclusivamente en neuronas (Gerhart et al., 1992; Maher et 

al., 1992; Nagamatsu et al., 1993), en una concentración de 9.5 pmol/mg 

proteína (Maher et al., 1996). Durante la maduración cerebral, el incremento en 

la expresión de GLUT3 precede a la expresión de la forma de 45 kDa de GLUT1 

en células gliales y coincide con la maduración neuronal, sinaptogénesis, 

actividad funcional e incremento en la tasa de utilización de glucosa (Vannucci, 

1994).

La concentración de glucosa en la sangre es del orden de 5-8 mM y la del 

cerebro de 1.5-2.5 mM en humanos y roedores adultos (Erecinska et al., 2004). 

La glucosa se captura del plasma al cerebro por el GLUT1 de 55 kDa presente 

en las células endoteliales que tiene una km = 3 mM. La baja afinidad del GLUT1 

para la glucosa intracelular permite incrementar la concentración de este azúcar 

en el lumen de las células endoteliales y mantener un adecuado suplemento a 

los astrocitos (Simpson et al., 2007).

Los astrocitos capturan la glucosa por medio del GLUT1 de 45 kDa (km= 

8 mM), mientras que en las neuronas la captura de este azúcar es a través del 

transportador GLUT3 (km = 2.8 mM). Esto explica en parte porque la capacidad 

de transporte de glucosa en membranas aisladas de neuronas es 9 veces mayor 

que en las membranas de astrocitos (Maher et al., 1996). Esto permite que las 

neuronas acumulen la glucosa a una concentración de 1.2 mM, comparado con 
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0.9 mM de los astrocitos (Simpson et al., 2007). Esta característica es 

particularmente importante, debido a que aproximadamente el 75% de la energía 

que consume el SNC se relaciona con la transmisión sináptica (Attwell y 

Laughlin, 2001).

Glucólisis
 La respiración celular es el proceso por medio del cual las células 

obtienen energía (ATP) a partir de la oxidación de las moléculas de combustible 

por el oxígeno, y se lleva a cabo en tres etapas. En la primera etapa, las 

moléculas de hidratos de carbono (principalmente glucosa, pero 

alternativamente ácidos grasos y algunos aminoácidos) son oxidados hasta 

producir fragmentos de dos átomos de carbono en forma de grupos acetilo de 

acetil coenzima A (acetil-CoA). Esta primera etapa es conocida como glucólisis y 

se lleva a cabo en ausencia de oxígeno (O2). En la segunda etapa, los grupos 

acetilo son incorporados al ciclo de Krebs, los cuales son enzimáticamente 

oxidados a dióxido de carbono (CO2); la energía liberada es conservada en 

acarreadores de electrones reducidos (NADH y FADH2). En la tercera etapa de 

la respiración, esas coenzimas reducidas son de nuevo oxidadas, liberando 

protones (H+) y electrones. Los electrones son transferidos al oxígeno (el aceptor 

final de electrones) vía cadena transportadora de electrones, conocida como 

cadena respiratoria. En el curso de la transferencia de electrones, la gran 

cantidad de energía liberada es conservada en forma de ATP, por un proceso 

llamado fosforilación oxidativa.

 Hace millones de años se originaron los primeros organismos en una 

atmósfera anaerobia, por tanto, la glucólisis se considera como la vía metabólica 

más primitiva. Está presente en todas las formas de vida actuales. De hecho la 

glucólisis es la única vía metabólica en los animales que produce ATP en 

ausencia de oxígeno. La glucólisis (del griego glycos = dulce y lysis ruptura), 

también denominada ruta de Embden-Meyerhof fue inicialmente descubierta por 

Eduard Buchner en 1897 al estudiar la fermentación en levaduras, pero la 
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elucidación de la vía completa en levaduras (por Otto Warburg y Hans von Euler-

Chelpin) y en músculo (por Gustav Embdeb y Otto Meyerhof) fue hasta 1930. 

 La glucólisis es el origen del metabolismo energético y consta de una 

secuencia de 10 reacciones enzimáticas, en las que la glucosa es oxidada, 

produciendo 2 moléculas de piruvato, 4 ATP y 2 NADH (Fig. 1). Las dos enzimas 

limitantes en la glucólisis son la hexocinasa y la fosfofructocinasa-1 (PFK-1, por 

sus siglas en inglés). Bajo condiciones normales la tasa de oxidación de la 

glucosa en el cerebro, no se regula por su transporte sino por su fosforilación a 

glucosa 6-fosfato, reacción catalizada irreversiblemente por la hexocinasa (Km = 

40 μM) (Qutub y Hunt, 2005). La hexocinasa se inhibe por su producto, glucosa 

6-fosfato, ATP y por su unión a membranas mitocondriales (Wilson, 2003). Hay 

cuatro subtipos de hexocinasa (I–IV o A-D) en mamífero, que varían en 

localización subcelular, cinética, afinidad por diferentes sustratos y función 

(Bustamante y Petersen, 1980). La concentración de hexocinasa en el cerebro 

se correlaciona con la utilización de glucosa local (Wilson, 1980, 2003). 

Adicionalmente se ha demostrado que su actividad pero no su concentración, 

parece ser el paso limitante en el metabolismo de la glucosa cerebral. En 

condiciones de demanda energética se incrementa la actividad de la hexocinasa 

para iniciar la glucólisis.

 La PFK-1 es la enzima reguladora más importante de la glucólisis, 

cataliza la reacción de fructosa-6-fosfato a fructuosa 1-6-bifosfato. Es una 

enzima alostérica conformada por 4 subunidades, se inhibe por ATP, Mg2+ y 

citrato, y es activada por K+, PO4
3-, 5’-AMP, ADP y fructosa 2,6-bifosfato 

(Dunaway, 1983). En condiciones basales, el ATP y citrato en el cerebro inhiben 

la actividad de la PFK-1. Existen diferentes subtipos de subunidades codificados 

a partir de un mismo gen, que se han encontrado en conejos, ratas y humanos 

(Mhascar y Dunaway, 1995). El subtipo C es el que se encuentra ampliamente 

expresado en el cerebro. La habilidad del tejido para utilizar la glucosa depende 

de la expresión y la composición de subunidades que conforman a la cinasa 

(Dunaway, 1983). A diferencia del subtipo M presente en el músculo, el subtipo 
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C presenta una baja afinidad por la fructuosa 6-fosfato y menor inhibición por 

ATP (Kasten y Dunaway, 1993). 

 Las moléculas de NADH producidas en la glucólisis se translocan a la 

mitocondria por medio de la lanzadera de malato-aspartato. Esta última, es la 

ruta más importante para el transporte de equivalentes reductores en el SNC 

(Palmeiri et al., 2001). La actividad de este sistema es mayor en neuronas que 

en astrocitos debido a que se encuentra estrechamente relacionado con la 

síntesis de neurotransmisores (Palaiologos et al., 1998). 

Metabolismo oxidativo 
 El producto final de la glucólisis en condiciones aerobias, el piruvato es 

transportado a la mitocondria por medio de un sistema de proteínas 

acarreadoras. Una vez en la mitocondria el piruvato se descarboxila formando 

acetil-CoA mediante la acción catalítica del complejo enzimático piruvato 

deshidrogenasa (PDH), localizado en la matriz mitocondrial. El PDH está 

conformado por tres enzimas (piruvato deshidrogenasa, dihidrolipoil 

transacetilasa y dihidrolipoil deshidrogenasa) presentes en multicopia y requiere 

de 5 cofactores (NAD+, tiamina pirofosfato, co-enzima A, FAD+ y ácido lipóico) 

(Reed, 2001). Su actividad es regulada por fosforilación, Ca2+, Mg2+ y ATP. 

 El metabolismo oxidativo de la glucosa se lleva a cabo en la mitocondria 

en condiciones aerobias y está dividido en dos vías muy importantes: el ciclo de 

Krebs y la cadena transportadora de electrones. El ciclo Krebs recibe su nombre 

en honor a su descubridor Sir Hans Krebs, quien propuso los elementos clave de 

esta vía en 1937. Este ciclo consiste en una serie de 8 reacciones enzimáticas 

sucesivas, en las que se generan 1 GTP, 3 NADH y 1 FADH2, a modo de 

conservar la energía liberada en tales reacciones (Fig. 1). La enzima piruvato 

deshidrogenasa y algunas de las enzimas que participan en el ciclo de Krebs, 

como la citrato sintasa, la isocitrato deshidrogenasa y la -cetoglutarato

deshidrogenasa son inhibidas por altas concentraciones de ATP y NADH y son 

activadas por Ca2+.
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Figura 1. Metabolismo energético cerebral. La glucosa proveniente de los vasos 
sanguíneos es capturada por los transportadores localizados en la membrana de 
neuronas y astrocitos (GLUT3 y GLUT5, respectivamente) (1). La primera fase 
de la oxidación de la glucosa se lleva a cabo a través de la vía glucolítica (2). El 
metabolismo glucolítico (etapa anaeróbica) constituye una serie de 10 
reacciones sucesivas en que la ganancia energética final radica en la formación 
de 2 NADH y 2 ATP (3). El piruvato (producto final de la vía glucolítica) es 
transportado a la mitocondria, en donde es oxidado a 30 ATP, 1 GTP, 3 NADH, 
1 FADH2 a través de la fosforilación oxidativa (etapa aeróbica) (4). Se ha 
propuesto que el ATP proveniente del metabolismo glucolítico está involucrado 
en la función de la ATPasa Na+/K+ localizada en la membrana celular (5). De 
esta forma el desbalance en el equilibrio electroquímico generado por la 
activación de receptores y canales durante la neurotransmisión glutamatérgica 
esta relacionado con la función del metabolismo glucolítico. Cambios en la 
neurotransmisión glutamatérgica en el hipocampo de la rata durante la inhibición 
metabólica. Relevancia para el daño neuronal asociado a algunas enfermedades 
neurológicas. 2007.

 La segunda etapa del metabolismo oxidativo comienza con la 

transferencia de electrones donados por los NADH y FADH2 producidos en la 

glucólisis y el ciclo de Krebs. La re-oxidación de estas moléculas se lleva a cabo 

en la cadena respiratoria mitocondrial, que consiste de una serie secuencial de 

activación de acarreadores de electrones, de los cuales, la mayoría son 
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proteínas integrales con grupos prostéticos capaces de aceptar y donar uno o 

dos electrones. Estas proteínas se encuentran agrupadas en 4 complejos 

proteicos (I-IV) localizados en la membrana interna de la mitocondria.  

 El complejo I de la cadena transportadora de electrones, también 

denominada como NADH deshidrogenasa o NADH:ubiquinona oxidoreductasa 

capta dos electrones del NADH, y está conformada por 42-43 diferentes 

cadenas poli-peptídicas. Tiene una estructura en forma de “L”, en la cual, el 

brazo más largo forma parte de una proteína integral de membrana y el brazo 

corto se extiende dentro de la matriz con una región hidrofílica que contiene un 

grupo Flavin Mononucleótido (FMN) y al menos seis centros hierro-azufre 

(Navarro y Boveris, 2007). La NADH deshidrogenasa lleva a cabo dos procesos 

simultáneamente: 1) la transferencia de un hidroxilo a la ubiquinona 

(transportador liposoluble) y 2) la translocación de cuatro H+ a través de 

membrana, contribuyendo al gradiente de protones. 

 El complejo II o succinato deshidrogenasa, es un complejo enzimático 

que participa tanto en el ciclo de Krebs, como en la cadena respiratoria 

mitocondrial; está conformado por 5 grupos prostéticos y cuatro diferentes 

subunidades proteicas. Este complejo presenta en su sitio catalítico un grupo 

FAD y un centro hierro-azufre necesarios para la transferencia de electrones a la 

ubiquinona, además de grupos hemo b en el dominio membranal hidrofóbico 

(Cecchini, 2003).  Los electrones transferidos a la ubiquinona vía complejo I y II, 

generan una forma reducida de la ubiquinona denominada ubiquinol (QH2) que 

puede difundir libremente por la membrana.

 El complejo III o complejo citocromo bc1, está estructuralmente 

conformado por 9-10 polipéptidos, de los cuales, tres de ellos se asocian con 

centros redox. Estos centros son b562, b566 y c1 hemo y un grupo de [2Fe-2S] 

(Hatefi, 1985). Adicionalmente, dos semi-ubiquinonas se unen a dos dominios 

del complejo III (Crofts, 2004). Este complejo realiza la transferencia de 

electrones del QH2 al citocromo c, el cual es una proteína periférica localizada 

en el espacio intermembranal que transfiere los electrones del complejo III al 

CuA del complejo IV. Al mismo tiempo, transloca dos protones hacia el espacio 
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intermembranal a través de la membrana, por los dos electrones transportados 

desde el ubiquinol.  El complejo IV o citocromo oxidasa, es una enzima 

conformada por dos iones Cu (CuA) asociados a los centros 2Fe-2S. La 

subunidad I contiene 2 grupos hemo, designados como a y a3, además de otro 

ión Cu (CuB). Los grupos hemo a3 y CuB forman un centro binuclear que acepta 

electrones del grupo hemo a y los transfiere al O2, para generar 2 moléculas de 

H2O a partir de los cuatro electrones transferidos por el citocromo c, 

consumiendo 4 H+ de la matriz mitocondrial. Al mismo tiempo, se translocan 

cuatro H+ al espacio intermembranal, por los cuatro electrones. 

 El flujo de electrones a través de los cuatro complejos en el que se 

involucran los donadores (NADH, succinato, FADH), y el aceptor (O2), se genera 

mediante el potencial de oxidación. Los electrones se mueven hacia los 

componentes que tienen una energía de oxidación positiva. La diferencia en el 

potencial redox de los acarreadores de electrones definen las reacciones que 

son exergónicas y que proveen la energía libre requerida para el bombeo de H+

dentro del espacio intermembranal. Los complejos I, III y IV funcionan como 

bombas de H+ que actúan en serie con respecto al flujo de electrones y en 

paralelo con el circuito de H+. El bombeo de H+ se genera por la energía libre de 

las reacciones de oxidación acopladas, que involucra el movimiento de H+ de la 

parte negativa de la mitocondria (la matriz) a la parte positiva (espacio 

intermembranal), generando un gradiente electroquímico, denominado como 

fuerza protón-motriz. 

La síntesis de ATP se genera por el paso de protones a través del 

complejo ATP sintetasa (complejo V). La ATP sintetasa es una ATPasa de tipo F 

que está formada por dos subunidades: F1, una proteína de membrana externa, 

y F0, proteína integral de membrana. La F1 se compone de 5 subunidades ( , ,

, ,  y ) que forman el dominio catalítico. El movimiento de las subunidades de 

la ATP sintetasa es vital para su funcionamiento, y se conoce que puede rotar a 

50-100 veces/s. La rotación se produce en la F0 siguiendo el flujo electroquímico 

de H+ (Walker et al., 1995). Se estima que se requieren aproximadamente 3-4 H+

para dar lugar a 1 molécula de ATP (Chance, 1977; Mitchell y Moyle, 1965). El 
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proceso de síntesis de ATP es termodinámicamente posible debido a que la 

transferencia de electrones genera energía suficiente, 34 kJ/mol por par de 

electrones, que se conserva en el gradiente de protones para dirigir la formación 

de 1 mol ATP (se requieren 32 kJ/mol ATP). Al mecanismo involucrado en el 

proceso de síntesis de ATP se le conoce como teoría quimiosmótica y fue 

sugerida por primera vez en el año 1961 por Peter Mitchell. Por su parte, al 

proceso en el cual se forma ATP a través de la transferencia de electrones se le 

denomina fosforilación oxidativa (porque el oxígeno capta los protones formando 

H2O) y fue descubierta en el año 1948 por Eugene Kennedy y Albert Lehninger 

(Fig. 1).

La oxidación completa de una molécula de glucosa hasta CO2 + H2O

genera de 30-32 moléculas de ATP. 

Cuerpos cetónicos como sustratos alternativos a la glucosa en el cerebro 
En la mayoría de los mamíferos, la acetil-CoA formada durante la 

oxidación de los ácidos grasos puede entrar al ciclo de Krebs o puede ser 

convertida en el hígado en cuerpos cetónicos, acetona, acetoacetato (AcAc) y -

hidoxibutirato ( -HB) (Owen et al., 1967; Sokoloff, 1973; Gjedde y Crone, 1975; 

Guzmán y Blázquez, 1975). La acetona es producida  en pequeñas cantidades y 

exhalada. El AcAc y el -HB son transportados en el torrente sanguíneo a otros 

tejidos, donde son oxidados en el ciclo de Krebs y proveen la energía requerida 

por tejidos como el musculo esquelético y cardíaco y la corteza renal. Como ya 

se mencionó anteriormente, el cerebro utiliza preferentemente a la glucosa como 

fuente de energía, pero en condiciones de ayuno y en animales inmaduros 

durante el periodo de amamantamiento puede utilizar al AcAc y -HB.

El primer paso en la síntesis de cuerpos cetónicos es la condensación 

enzimática de dos moléculas de acetil-CoA, catalizada por la tiolasa formando 

acetoacetil-CoA. El acetoacetil-CoA se condensa con un acetil-CoA formando -

hidroxi- -metilglutaril-CoA (HMG-CoA), el cual es cortado por la liasa HMG-CoA 

Neevia docConverter 5.1



20

generando AcAc y acetil-CoA. El AcAc producido es reversiblemente reducido a 

D- -HB por la D- -HB deshidrogenasa, una enzima mitocondrial.

En tejidos extra-hepáticos, el D- -HB es oxidado a AcAc por la D- -HB

deshidrogenasa. El AcAc se convierte a acetoacetil-CoA por la transferencia de 

la CoA del succinil-CoA, un intermediario del ciclo de Krebs, en una reacción 

catalizada por la -cetoacil-CoA transferasa. El acetoacetil-CoA es cortado por 

una tiolasa produciendo dos moléculas de acetil-CoA, las cuales entran al ciclo 

de Krebs (Fig. 2). 

Figura 2. Formación de acetil-CoA 
a partir de D- -HB y AcAc. El D- -
HB es sintetizado en el hígado 
pasa al torrente sanguíneo, y de 
allí a otros tejidos donde es 
convertido a acetoacetato, el cual 
es condensado con una coenzima 
A donada del succinil-CoA y 
posteriormente cortado por una 
tiolasa. El acetil-CoA formado es 
usado para la producción de 
energía.

En diversos estudios se ha observado un incremento en la captura y 

oxidación de los cuerpos cetónicos en estado de cetosis, resultado de dietas 

ricas en grasas y en algunas condiciones patológicas, como la diabetes, 

hipoglucemia o hipoxia (Pollay y Stevens, 1980; Kirsch y D  Alercy, 1984; 

Hawkins et al., 1986; Nehlig, 1996). Por otra parte, el ayuno prolongado y las 

Neevia docConverter 5.1



21

dietas cetogénicas disminuyen la frecuencia y la severidad de las crisis 

epilépticas en modelos animales (Hori et al., 1997; Bough et al., 2000; Yudkoff et 

al., 2001), por lo que las dietas cetogénicas ser benéficas para el tratamiento de 

niños con epilepsia refractaria (Freeman et al., 1998). Además, trabajos pioneros 

demuestran un incremento en la utilización de cuerpos cetónicos durante 

condiciones de hipoxia (Kirsch y D  Alercy, 1984). Recientemente, estudios in 

vitro han demostrado que la administración de cuerpos cetónicos restaura la 

actividad sináptica y preserva la integridad morfológica de células después de 

periodos de privación de glucosa o inhibición glucolítica en rebanadas de 

hipocampo (Izimi et al., 1998; Massieu et al., 2003). También se ha sugerido que 

estos compuestos favorecen el mantenimiento del potencial de membrana 

mitocondrial, disminuyen la liberación del citocromo c y previenen la activación 

de la caspasa 3 durante condiciones de hipoxia (Masuda et al., 2005). Además,

recientemente un estudio in vitro muestra que el AcAc previene el daño oxidativo 

inducido por glutamato en células en cultivo  (Noh et al., 2006). Por otra parte, 

estudios in vivo demuestran que el tratamiento con cuerpos cetónicos preserva 

los niveles de ATP y previenen el daño asociado a la hipoxia, la isquemia 

(Suzuki et al., 2001, 2002; Masuda et al., 2005) y la excitotoxicidad inducida 

durante la inhibición metabólica (García y Massieu, 2001; Massieu et al., 2003; 

Mejía-Toiber et al., 2006). Resultados similares se han encontrado en ratones 

tratados con la toxina mitocondrial 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina

(MPTP), un modelo de la enfermedad de Parkinson (Tieu et al., 2003). 

Neurotransmisión glutamatérgica 
 El glutamato es un aminoácido no esencial en la dieta, que forma parte 

estructural de las proteínas, y su síntesis está involucrada en el metabolismo de 

la glucosa y aminoácidos. El glutamato es el neurotransmisor excitador más 

abundante en el sistema nervioso de mamíferos (Collingridge y Lester, 1989; 

Fonnum, 1984). Se encuentra a una concentración de entre 5-15 μmol/g tejido 

(Erecinska y Silver, 1990; Perry et al., 1987). En el espacio sináptico en 
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condiciones de reposo, se han reportado concentraciones de 0.6-5 μM 

dependiendo del método de cuantificación utilizado. Se estima que entre el 80–

90% de las sinápsis en el cerebro son glutamatérgicas. Las neuronas 

glutamatérgicas aportan del 80%-88% del contenido total de glutamato del 

cerebro (Ottersen et al., 1992; Storm-Mathisen et al., 1983). El glutamato es una 

molécula excitadora que promueve la sobrevivencia neuronal principalmente 

durante el desarrollo; sin embargo, el incremento descontrolado de su 

concentración en el espacio extracelular lo convierte en una molécula 

generadora de daño neuronal y muerte. Cuando el glutamato se libera de la 

terminal presináptica ocurre la activación de sus receptores en milisegundos.  La 

activación de los receptores glutamatérgicos y de cualquier receptor, es un 

proceso estocástico en donde el receptor puede activarse y desactivarse 

sucesiva y azarosamente.

Figura 3. Esquema de la 
neurotransmisión glutamatérgica. El 
glutamato es liberado por exocitosis 
durante la despolarización de la pre-
sinápsis. Una vez en la hendidura 
sináptica, el glutamato activa a sus 
receptores post-sinápticos ionotrópicos y 
metabotrópicos. Existen 3 tipos de 
receptores ionotrópicos: Kainato (KA), 
NMDA y AMPA. En el caso del receptor 
NMDA, el glutamato requiere de la glicina 
(co-agonista), para activar a este 
receptor. Los receptores metabotrópicos 
son: pre-sinápticos (mGluR2-3) y post-
sinápticos (mGluR1-5). El glutamato es 
eliminado de la hendidura sináptica por 
transportadores de glutamato tanto 
neuronales (EAAT1-3) como gliales 
(EAAT1-2). Una vez en las células 
gliales, éste es transformado a glutamina 
y liberado al espacio extracelular, para 
ser capturado por la presinápsis y de 
nuevo transformado en glutamato. El 
glutamato es de nuevo vesiculizado y 
liberado en una despolarización 
subsecuente.
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Receptores a glutamato 
 El glutamato interactúa con dos tipos generales de receptores, los 

ionotrópicos y los metabotrópicos (Fig. 3). Los receptores ionotrópicos se 

denominan de acuerdo a su agonista farmacológico, y pueden ser diferenciados 

gracias a sus propiedades farmacológicas y electrofisiológicas en tres grupos: N-

metil-D-aspartato (NMDA), kainato (KA) y -amino-3-hidroxi-5-

metilisoxasolpropionato (AMPA) (Watkins y Olverman, 1987). Los receptores a 

AMPA y kainato comparten algunas características, por lo cual son llamados 

receptores no-NMDA. Los tres receptores ionotrópicos son permeables a Na+ y 

K+, mientras que el receptor NMDA y sólo algunos receptores AMPA y kainato 

son permeables a Ca2+ (Nakanishi, 1992; Seeburg y Hartner, 1993). Esta 

permeabilidad diferencial está dada por la combinación de subunidades que 

conforman el receptor. Los receptores metabotrópicos están acoplados a 

proteínas que unen GTP (proteínas G) y modulan la producción de mensajeros 

intracelulares (Fig. 3) (Ozawa et al., 1998). 

Receptor NMDA 
 El receptor a NMDA responde a la estimulación con glutamato más 

tardíamente que los receptores no-NMDA y contribuye con el componente lento 

de la corriente excitadora postsináptica (Fig. 3). El receptor NMDA es altamente 

permeable a Ca2+ y su apertura depende del voltaje, debido a que se encuentra 

normalmente bloqueado por un ión Mg2+ que es liberado al despolarizarse la 

membrana, abriendo el canal. Este receptor presenta por lo menos siete sitios 

diferentes de unión a ligandos (Fig. 4). Estos sitios son: 1) sitio de unión al 

ligando endógeno (glutamato y D-aspartato); 2) sitio de unión a glicina (también 

es un ligando endógeno) cuya ocupación facilita la unión del glutamato con el 

receptor; 3) sitio de unión a poliaminas, como son la espermina y la espermidina. 

Estos compuestos a bajas concentraciones ( M), promueven la apertura del 

canal y a altas concentraciones bloquean el canal de manera dependiente de 

voltaje (Lynch y Guttmann, 2002);  4) sitio de unión del Mg2+, que se encuentra 

en el poro del canal, aquí también se une el (+)-5-metil-10,11-dihidroxi-5H-
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dibenzo(a,d)cicloheptano-5,10-imina maleato (MK-801), un potente antagonista 

farmacológico no competitivo del receptor); 5) sitio de unión a Zn2+, 6) sitio 

modulador de unión a glutatión y 7) sitio de unión a fenciclidinas. 

 En la última década se ha determinado la composición de las 

subunidades del receptor NMDA. Este receptor es un tetrámero conformado por 

una subunidad NMDAR1 (NR1) en combinación con una o más subunidades 

NMDAR2 (NR2), y menos comúnmente una subunidad NMDAR3 (NR3-A y B) 

(Kemp y McKernan, 2002). Se han descrito ocho isoformas de la subunidad NR1 

generadas por cortes alternativos en el mismo gen, denominadas NR1A-NR1G y 

una variante truncada no funcional (McBain y Mayer, 1994). La subunidad NR2, 

se presenta en cuatro isoformas (NR2A-NR2D), provenientes de distintos genes. 

 Los subtipos que forman la subunidad NR2 contienen entre 40-55% de 

homología en su secuencia, y un 27% con la subunidad NR1. Las subunidades 

NR3 presentan un 50% de homología en su secuencia, y comparten un 27% con 

NR1 y con NR2. Para que un receptor sea funcional requiere de la asociación de 

varias subunidades, siendo fundamental la presencia de al menos una NR1 y al 

menos una o más subunidades NR2, (NR1/NR2A, NR1/NR2B, o 

NR1/NR2A/NR2B) o NR1 en combinación tanto con las subunidades NR2 como 

NR3 (NR1/NR2A/NR3A). De hecho, el requerimiento mínimo para que un 

receptor sea funcional es un tetrámero compuesto de dos subunidades NR1 y 

dos NR2. Las subunidades NR1 y NR2A-NR2D presentan una asparagina en el 

sitio correspondiente a la glutamina/arginina en los receptores AMPA. Esta 

asparagina determina la permeabilidad al Ca2+ y el bloqueo del Mg2+ en el canal 

del receptor  NMDA (Ozawa et al, 1998). El patrón de expresión de las 

subunidades NR2 y NR3 se restringe a cierto tipo de células y a un determinado 

periodo de desarrollo (Kew et al., 1998; Monyer et al., 1992; Watanabe et al., 

1994). Durante la etapa embrionaria y de desarrollo temprano, el cerebro de los 

roedores y del humano, presenta principalmente la subunidad NR2B, mientras 

que la NR2D está presente en el diencéfalo y el cerebro medio. En los días 

postnatales, la expresión de la NR2A se establece en la mayoría de las regiones 

cerebrales, y la NR2C aparece posteriormente y de manera prominente en el 
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cerebelo (Cull-Candy y Leszkiewicz, 2004). En el adulto hay un decremento en 

la expresión de la subunidad NR2B a lo largo de la vida del individuo, lo cual se 

asocia con un incremento en la expresión de la subunidad NR2A (Cull-Candy y 

Leszkiewicz, 2004). En cambio, el patrón de expresión de la subunidad NR1, 

misma que es fundamental para que el receptor funcione, se mantiene desde el 

desarrollo embrionario y hasta el animal adulto (Ishii et al., 1993; Kutsuwada et 

al., 1992; Monyer et al., 1992). La subunidad NR3 también presenta un patrón 

de expresión espacio-temporal, ya que mientras la NR3A se expresa 

principalmente durante el desarrollo embrionario y llega a persistir en el adulto, 

la NR3B está confinada a motoneuronas somáticas del tallo y médula espinal 

(Nishi et al., 2001).

La proporción de las subunidades NR1/NR2 que conforman este receptor, 

les confiere una cinética característica de activación por glutamato. Tomando en 

consideración que la NR1 posee 8 diferentes isoformas de corte y empalme 

alternativo, y que hay 4 y 2 genes que codifican las subunidades NR2 y NR3 

respectivamente, se calcula que pueden ensamblarse hasta 384 distintos tipos 

de receptores a NMDA. En particular, la asociación NR1/NR2A presenta una 

constante de activación de tiempo menor (50 ms), a la que se manifiesta con la 

asociación de NR1/NR2B (300 ms), esta última es muy similar a la que presenta 

la combinación NR1/NR2C (280 ms); siendo la combinación NR1/NR2D la que 

presenta la cinética más lenta (1.7 s) (Cull-Candy y Leszkiewicz, 2004). Estas 

características son de gran importancia en la excitabilidad neuronal.

Figura 4. Representación 
esquemática de los 
diferentes tipos de 
receptores ionotrópicos a 
glutamato, y sus 
principales moduladores.
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Receptores no-NMDA  

 Dentro de los receptores no-NMDA se encuentran los receptores AMPA y 

los receptores Kainato. Estos son complejos formados por cinco subunidades 

hetero-oligómericas. Ambos receptores están acoplados a canales iónicos 

permeables tanto a Na+ como a K+ (Fig. 3). La mayoría de canales asociados a 

receptores AMPA no son permeables a Ca2+, pero algunos de estos receptores 

forman canales iónicos permeables a este catión (Michaelis, 1997). 

Receptor AMPA 

Los receptores AMPA están compuestos de una familia de cuatro 

subunidades (GluR1-4) codificadas por genes separados y que se ensamblan 

formando tetrámeros funcionales (Rosenmund et al., 1998). Las cuatro 

subunidades, tienen un tamaño similar ( 900 aminoácidos), presentan un  

68-73% de semejanza en la secuencia de aminoácidos (Ozawa et al, 1998). Los 

receptores AMPA, semejantes a los receptores a NMDA, tienen una 

composición heteromérica. Dado que los receptores AMPA permiten el paso de 

Na+ como ión principal, su activación participa en la transmisión rápida de las 

sinápsis glutamatérgica, despolarizando a la célula e induciendo la activación de 

diversos canales sensibles a voltaje. 

  En el SNC, las propiedades funcionales del receptor AMPA están 

influenciadas, en gran medida, por la subunidad GluR2, ya que la presencia de 

está subunidad le confiere al canal una baja permeabilidad al Ca2+ (Bowie y 

Mayer, 1995). El residuo que determina la impermeabilidad al Ca2+ es el 

aminoácido arginina (R) localizado en el poro del asa, del dominio M2 de las 

subunidades GluR1, 3 y 4, y que corresponde a una glutamina en la subunidad 

GluR2 (Rosenmund et al., 1998; Seeburg y Hartner, 2003). El receptor a AMPA 

presenta al menos tres sitios de unión independientes en los cuales pueden 

actuar tanto agonistas como antagonistas (Fig. 4). El sitio de unión a glutamato 

es el mismo para antagonistas competitivos, como: el 2,3-dihydroxy-6-nitro-7-

sulfamoyl-benzo(F)quinoxalina (NBQX) y el 6-(1H-imidazol-1-yl)-7-nitro-

2,3(1H,4H-quinoxalinediona (YM90K).
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Recepto a Kainato

 Los receptores a kainato están agrupados en dos familias de subunidades 

relacionadas, GluR5-7 y KA1-2. Todas las subunidades presentes en la 

estructura básica de los receptores AMPA/Kainato incluyen los cuatro 

segmentos transmembrales. Las subunidades GluR5-GluR7 tienen un tamaño 

similar ( 900 aminoácidos) y una similitud del 75-80% en la secuencia de 

aminoácidos y 40% con las subunidades del receptor  AMPA. Las subunidades 

KA1–KA2 son un poco más grandes que GluR5-GluR7 ( 970 aminoácidos) y 

tienen un 70% de identidad en la secuencia de aminoácidos (Ozawa et al, 1998). 

Este subtipo está conformado de manera tetramérica en combinación 

homomérica o heteromérica. Las subunidades KA1 y KA2 se combinan en 

ensamble heteromérico con miembros de la familia GluR5-7 y forman receptores 

funcionales (Bleakman et al., 2002). Las subunidades GluR5-7 forman 

receptores homoméricos funcionales, pero también se combinan con KA1 y KA2 

formando receptores heteroméricos con distintas  propiedades farmacológicas 

(Alt et al., 2004). Similar a las subunidades de los receptores a NMDA, las 

subunidades GluR5-7 se forman por corte y empalme alternativo del mismo gen. 

El patrón de expresión de cada subunidad es específico para las distintas 

regiones cerebrales: en el hipocampo la subunidad GluR6 se encuentra 

localizada a nivel presináptico y postsináptico en la mayoría de las fibras 

musgosas de la región CA3 (Contractor et al., 2000). La subunidad GluR5 se 

expresa predominantemente en interneuronas de hipocampo en donde media un 

efecto de facilitación de la liberación de glutamato por los astrocitos. GluR5 se 

expresa en el lóbulo temporal, y está muy relacionada con la excitación y la 

epileptogénesis en la amígdala (Rogawski et al., 2003). Además de las neuronas 

principales de CA3, se ha identificado la presencia de receptores postsinápticos 

de kainato en neuronas de la amígdala lateral, en interneuronas del hipocampo, 

en neuronas del asta dorsal de la médula espinal, en algunas células bipolares 

de la retina, en el corteza cerebral y en el cerebelo (Rodríguez-Moreno, 2006).

Además de la participación de los receptores tipo kainato en la 

despolarización de la membrana plasmática, algunos experimentos han 
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propuesto que estos receptores también pueden ser de tipo metabotrópico 

acoplados a la activación de proteínas G y localizarse en terminales 

presinápticas. De esta forma, la activación de los receptores promoverá la 

activación de la PKC y la inhibición de la corriente de K+ dependiente de Ca2+.

La consecuencia final de su activación es la repolarización de la membrana 

celular y la subsiguiente inhibición de la transmisión sináptica. De hecho la 

inhibición de la corriente asociada a la activación de los receptores a kainato 

incrementa drásticamente la excitabilidad de la membrana y la liberación de 

transmisores (Lerma, 2006). 

Receptores metabotrópicos 
 Los receptores metabotrópicos están agrupados en al menos ocho 

diferentes subtipos, divididos de acuerdo a su secuencia, farmacología y al 

mecanismo de transducción de señales al que se encuentran acoplados. En 

general, poseen un largo extremo extracelular bi-lobular que representa el 

dominio N-terminal, el cual se ha propuesto como el sitio al que se une el 

glutamato de acuerdo a estudios de mutagénesis y cristalografía de rayos X. El 

dominio N-terminal se une mediante una región rica en cisteínas al dominio de 

siete segmentos transmembranales, el cual interviene en la activación de las 

proteínas G. El carboxilo terminal es intracelular y está involucrado en la 

regulación de la actividad del receptor y del tráfico del mismo, mediante su 

asociación con varias proteínas incluyendo la calmodulina y proteínas 

estructurales como las de la familia Homer y PICKI (Kew y Kemp, 2005).

 Los receptores metabotrópicos se encuentran acoplados a una proteína 

G, que puede activar a la fosfolipasa C (PLC) o a la adenilato ciclasa y en 

general producen cambios funcionales y de conductancia membranal en una 

escala temporal más lenta que los receptores ionotrópicos (Stone y Addae, 

2002). Los que están acoplados a PLC provocan la hidrólisis de fosfolípidos de 

inositol, produciendo segundos mensajeros como el diacilglicerol (DAG) y el 

inositol 1-4,5-trifosfato (IP3). El DAG activa a la proteína cinasa C (PKC) que 

promueve la fosforilación de proteínas y el IP3 moviliza Ca2+ de pozas 
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intracelulares, al activar a sus receptores en el retículo endoplásmico (Fig. 5). 

Algunos receptores metabotrópicos inhiben a la adenilato ciclasa (AC) y por lo 

tanto la formación de AMPc.

 Los subtipos mGluR1-mGluR8 están muy relacionados en su estructura 

primaria. La secuencia de aminoácidos de los mGluRs muestran más del 40% 

de identidad y todos tienen siete regiones transmembranales. Todos los 

receptores mGluRs son proteínas considerablemente grandes (854-1179 

aminoácidos) con una región hidrofóbica N-terminal grande de 550

aminoácidos, una región central de 250 aminoácidos, que como ya se 

mencionó,  incluye los siete dominios transmembranales y una región C-terminal 

(Nakanishi, 1992; Hollmann y Heinemann, 1994).

Existen tres grupos de receptores metabotrópicos: grupo I que incluye a 

los subtipos mGluR1 y mGluR5 y que está acoplado positivamente a la 

fosfolipasa C; el grupo II que incluye a mGluR2 y mGluR3; y el grupo III 

incluyendo a mGluR4, mGluR6, mGluR7 y mGluR8, éstos dos últimos grupos 

inhiben la actividad de la adenilato ciclasa (Swanson et al., 2005). Los subtipos 

del grupo I se expresan en la mayoría de las sinápsis glutamatérgicas a nivel 

postsináptico. La función de este grupo está vinculada a la plasticidad sináptica, 

incluyendo la potenciación y la depresión a largo plazo y se relaciona con 

desórdenes de ansiedad. En el grupo II se encuentran los subtipos que se 

localizan tanto a nivel presináptico (mGluR2 y mGluR3) como postsináptico 

(mGluR3). La distribución del mGluR2 es abundante a nivel de hipocampo y 

amígdala. Funcionalmente el mGluR2 está relacionado con la depresión a largo 

plazo. Por su parte el subtipo mGluR3 se distribuye en el hipocampo y el tálamo, 

y se encuentra asociado a la liberación de neurotrofinas de las células gliales, y 

ambos subtipos también intervienen en el trastorno de ansiedad. Los subtipos 

del grupo III poseen la mayor diversidad en cuanto a función y localización se 

refiere. Los subtipos mGluR4 y mGluR7 se localizan tanto pre- como 

postsinápticamente. El subtipo mGluR4 a nivel presináptico está relacionado con 

la plasticidad sináptica y aprendizaje. Por su parte el Glum7 a nivel presináptico 

se localiza en las zonas activas de la sinápsis, proponiéndolo como un 
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autoreceptor con función inhibidora. El mGluR6 es un subtipo especial ya que su 

expresión está confinada a las células bipolares de la retina, por lo que su 

función es importante en los procesos de visión. Finalmente el subtipo Glum8

está principalmente localizado a nivel presináptico en las sinápsis 

glutamatérgicas y en algunos otros tipos. Se distribuye abundantemente en el 

hipocampo y la amígdala, por lo que su función está relacionada con la ruta 

perforante lateral.

Figura 5. El receptor 
metabotrópico (grupo I) es 
activado por su ligando 
endógeno, el glutamato, y por 
agonistas farmacológicos 
como el quiscualato y el 
ibotenato. Se encuentra 
acoplado a la vía proteína G 
(G)-fosfolípasa C (PLC). La 
PLC cataliza la producción de 
diacilglicerol (DAG) que activa 
a una proteína cinasa C (PKC) 
que activa una serie de 
enzimas intracelulares y 
produce inositol-1,4,5-trifosfato 
(IP3) el cual promueve la 
liberación de calcio de retículo 
endoplásmico.

Transportadores de glutamato 
En el control de la neurotransmisión glutamatérgica participan diversas 

proteínas y tipos celulares. Entre las proteínas más importantes se encuentran 

los transportadores de glutamato localizados en neuronas y principalmente en 

las células gliales (Grewer y Rauen, 2005; Sonders et al., 2005) (Fig. 2). En la 

actualidad se han clonado cinco transportadores de glutamato de alta afinidad 

dependientes de Na+ (Danbolt, 2001): transportador de glutamato/aspartato 

(GLAST) (Storck et al., 1992), transportador de glutamato tipo 1 (GLT-1) (Pines 

et al., 1992), acarreador de aminoácidos excitadores tipo 1 (EAAC1) (Kanai y 

Heideger, 1992), transportador de aminoácidos excitadores tipo 4 (EAAT4) 

(Fairman et al., 1995) y 5 (EAAT5) (Arriza et al., 1997).
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 GLAST y  GLT-1 se encuentran localizados principalmente en las células 

gliales (Schmitt et al., 1997; Rothstein et al., 1994) y al parecer son los 

transportadores predominantes en el cerebro. EAAC1 ha sido localizado 

exclusivamente en neuronas, tanto glutamatérgicas como no-glutamatérgicas 

(Rothstein et al., 1994). Estudios de microscopia electrónica han revelado que 

este transportador solo se encuentra localizado en los somas de las neuronas y 

no en las terminales presinápticas (Rothstein et al., 1994). EAAT4 se encuentra 

exclusivamente en las dendritas de las células de Purkinje del cerebelo  

(Fairman et al., 1995) y EAAT5 se expresa selectivamente en las células de 

Müller de la retina (Arriza et al., 1997). 

 El funcionamiento de los transportadores de glutamato depende del 

gradiente electroquímico del Na+ generado por el funcionamiento de las 

ATPasas Na+/K+ membranales. De acuerdo al modelo de Watzke y 

colaboradores (2001), durante la captura de glutamato intervienen varios iones, 

previamente a la unión del glutamato el transportador tiene unido un ión K+.

Antes de que se inicie la captura, el ión K+ se desprende de su sitio y la captura 

se inicia por la unión de un ión Na+ y posteriormente la de un ión H+. El 

glutamato se une en este momento seguido de un segundo ión de Na+. Se sabe 

que se requiere de la unión de tres iones Na+ para que se lleve a cabo la captura 

a través de un mecanismo simporte. Sin embargo, aún no está claro si el tercer 

ión Na+ se une al transportador antes o después de unirse el glutamato (Grewer 

y Rauen, 2005). La translocación del glutamato al interior de la célula, ya sea en 

una neurona o en célula glial, induce el transporte de un ion K+ que se cree se 

une al transportador después de que éste ha liberado al citoplasma 3 Na+, 1 H+ y 

1 glutamato. El transporte iónico durante la captura de glutamato es 

electrogénico, ya que se mueven dos cargas positivas dentro de la célula por 

cada ciclo completo de transporte (Grewer y Rauen, 2005). Se ha descrito la 

activación de una corriente entrante de Cl- asociada a la captura de glutamato en 

algunos tipos de transportadores; sin embargo, a la fecha no se sabe si el canal 

permeable a Cl- forma parte de la proteína del transportador o simplemente es 

un canal independiente  (Wadiche et al., 1995). 
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 El glutamato capturado por las células gliales es transformado a 

glutamina, en un proceso dependiente de ATP y Mg2+, por la acción de la 

glutamina sintetasa (una enzima exclusiva de las células gliales) (Fig. 2). La 

glutamina sale de la glía a través del sistema de transporte N y regresa a las 

neuronas por el sistema de transporte A (Broer y Brookes, 2001). Una vez en la 

célula, entra  a la mitocondria neuronal y es transformada a glutamato por medio 

de la glutaminasa activada por fosfato. De esta manera, el glutamato está 

nuevamente disponible para ser capturado en las vesículas y liberado mediante 

un estímulo despolarizante. Sin embargo, el glutamato (en astrocitos) puede ser 

metabolizado oxidativamente y generar -cetoglutarato (Hertz et al., 1999; 

Yudkoff et al., 1993). La poza de glutamato oxidado debe de reemplazarse, lo 

cual ocurre a través de la actividad de la enzima piruvato carboxilasa. El ciclo 

mediante el cual el glutamato se transforma a glutamina en la glia, y la glutamina 

se transforma a glutamato en las neuronas se conoce como ciclo glutamina-

glutamato y constituye una de las vías metabólicas más importantes para el 

reciclamiento del glutamato en la terminal presináptica de neuronas (Erecinska 

and Silver, 1990) (Fig. 3).

Diversos estudios han demostrado que existe una relación de 1:1 entre la 

oxidación de la glucosa neuronal y el ciclo glutamina-glutamato, es decir entre el 

consumo de glucosa y la producción de glutamina. Lo anterior, concuerda con 

algunos estudios in vitro sugiriendo que durante la captura de glutamato por la 

glia, el cotransporte de Na+ estimula la glucólisis y la producción de lactato en la 

glia (Magistretti et al., 1999; Pellerin y Magistretti, 1994). Estas observaciones 

sugieren una importante relación entre la transmisión glutamátergica y el 

consumo de glucosa. 

Excitotoxicidad

 Los primeros estudios que sugirieron el papel del glutamato como 

neurotransmisor excitador fueron realizados por Curtis y colaboradores en 1954, 

en donde se observó que el glutamato y sus análogos superfundidos en células 
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de médula espinal de gato, provocaba un aumento en la tasa de disparo de 

éstas. Por otra parte en 1957, Lucas y Newhouse observaron por primera vez 

que la inyección intraperitoneal de glutamato en ratas producía degeneración de 

la capa interna en la retina. Posteriormente, Olney y colaboradores (1969) 

observaron que la administración de glutamato a ratones inmaduros producía 

neurodegeneración en algunas regiones del SNC, como el hipotálamo y otras 

zonas cuya barrera hematoencefálica no estaba totalmente desarrollada. Dada 

la correlación entre la capacidad del glutamato para despolarizar, y su 

potencialidad neurotóxica, Olney en 1978 acuño el término excitotoxicidad para 

referirse a la capacidad de los aminoácidos excitadores bajo ciertas condiciones, 

de destruir a las células nerviosas. Se sugirió que la muerte neuronal 

excitotóxica se debe al agotamiento de las pozas energéticas debido a su 

excitación prolongada. 

En 1988, Choi demuestra que la entrada de Ca2+ a la célula es un factor 

preponderante en la muerte excitotóxica, ya que el catión activa una serie de 

enzimas (proteasas, endonucleasas, fosfolipasas y xantina oxidasa), y vías 

metabólicas  que dan lugar a la desintegración de proteínas y fosfolípidos de la 

membrana, como la calpaina que degradará proteínas estructurales como 

fodrina, tubulina, y MAP2 causando alteración o rompimiento del citoesqueleto 

(Siman y Noszek, 1988). El metabolismo del ácido araquidónico por oxidasas 

genera radicales libres, que también desencadenan la oxidación de lípidos 

(Chan y Fishman, 1982). Lo anterior puede traer como consecuencia la 

generación de radicales libres, y un subsecuente daño al DNA, a proteínas y a 

lípidos membranales contribuyendo al deterioro y la muerte neuronal (Fig. 6)

 Finalmente en los 90’s, se retomó la hipótesis excitotóxica inicialmente 

propuesta por Olney, en donde se da énfasis a la participación del calcio y al 

estado energético en el proceso de muerte neuronal.

Muerte excitotóxica, isquemia e hipoglucemia. 
 La isquemia cerebral y la hipoglucemia severa son patologías 

consideradas como neurológicas agudas, ya que se  manifiestan en un periodo 
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corto de tiempo, que comprende desde horas hasta un par de días. En éstas se 

ha propuesto que la muerte neuronal ocurre por un mecanismo excitotóxico. 

Figura 6. Posibles vías metabólicas involucradas en la muerte neuronal 
producida por excitotoxicidad. La activación de los receptores glutamatérgicos 
ionotrópicos permite una entrada masiva de calcio. El aumento en la 
concentración de calcio intracelular activa una serie de enzimas que contribuyen 
al daño neuronal. La pérdida de la integridad de la membrana plasmática da 
lugar a la fuga de glutamato al medio extracelular, lo que contribuye a la 
activación prolongada de los receptores glutamatérgicos de neuronas vecinas. A 
su vez, la entrada de calcio promueve la liberación de glutamato por exocitosis, 
creándose un sistema de retroalimentación que redunda en la sobrexcitación 
neuronal prolongada. 

 La isquemia cerebral asociada a  los accidentes cerebrovasculares tiene 

un gran impacto debido a la severidad de sus secuelas. Los trastornos 

vasculares cerebrales se ubican entre las tres primeras causas de muerte en 

Norteamérica y en Europa Occidental, y son la causa principal de incapacidad 

permanente en los adultos, principalmente por el traumatismo cerebral y la 
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hipoxia perinatal. En México los accidentes cerebrovasculares representan la 6ª 

causa de muerte (INEGI, 2001). Independientemente de la causa, la isquemia 

cerebral se presenta cuando existe una reducción del flujo sanguíneo cerebral, 

provocando daño neuronal irreversible en la zona en donde se interrumpe por 

completo el flujo sanguíneo (foco isquémico). Sin embargo, en la zona 

circundante al foco isquémico, el daño neuronal se desarrolla lentamente. Esta 

región es denominada como zona de penumbra o zona perifocal (Massieu, 

1998).

 Un gran número de estudios apoyan la hipótesis de que la muerte 

neuronal asociada con la isquemia cerebral se debe a un proceso excitotóxico 

mediado por la sobre-activación de los receptores a glutamato. En experimentos 

de microdiálisis en diversos modelos de isquemia cerebral se ha demostrado 

que inmediatamente después del inicio del episodio isquémico se presenta un 

incremento en la concentración extracelular de los aminoácidos excitadores 

(AAE), glutamato y aspartato (Benveniste et al. 1984). En las regiones donde 

ocurre este incremento se presenta muerte neuronal días después del evento 

isquémico, la cual se ha denominado muerte neuronal retardada. De manera 

similar, durante la hipoglucemia aguda inducida por insulina, así como durante la 

inhibición farmacológica de la vía glucolítica en el cerebro, se produce un 

incremento de los niveles extracelulares de AAE (Sandberg et al., 1985; 

Sandberg et al., 1986; Massieu et al., 2000). 

Además, diversos estudios han demostrado que los antagonistas de los 

receptores glutamatérgicos tanto de tipo NMDA como no-NMDA, evitan la 

muerte asociada a la hipoxia/isquemia y a la hipoglucemia (Simon et al. 1984; 

Foster et al. 1988; Wieloch et al. 1985; McCulloch et al. 1991). Asimismo, se ha 

encontrado que la interrupción de la inervación glutamátergica a la región 

isquémica o hipoglucémica, evita el daño neuronal (Benveniste et al. 1989; 

Wieloch et al. 1985; Sandberg et al. 1986;). Se ha propuesto que el decremento 

del contenido de proteína de los transportadores de glutamato (Chen et al., 

2005; Kim et al., 2006; Rao et al., 2001a; Yeh et al., 2005) y el funcionamiento 

deficiente de los mismos (Allen et al., 2004; Mitani y Tanaka, 2003; Yeh et al., 
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2005) explicaría la acumulación de AAE durante periodos de isquemia e 

hipoglucemia, así como durante la inhibición glucolítica. Varios grupos de 

investigación han propuesto que tales alteraciones preceden a la muerte 

neuronal (Raghavendra et al., 2000; Rao et al., 2001b; Camacho et al., 2007). 

Adicionalmente, se han descrito alteraciones en el patrón de expresión de 

algunas subunidades que forman el receptor a NMDA asociadas a eventos de 

isquemia, hipoglucemia e inhibición glucolítica (Gascon et al., 2005; Quintana et 

al., 2006; Sutcu et al., 2005; Zhang et al., 1997; Camacho et al., 2007), lo cual 

podría estar relacionado con la alteración en la neurotransmisión glutamatérgica 

y con el incremento en la susceptibilidad a la muerte neuronal mediada por la 

acumulación de glutamato. 

Excitotoxicidad y estado energético 
 Como ya se mencionó anteriormente, la glucosa es el principal sustrato 

energético en el SNC y la demanda energética del cerebro es muy alta. Por esta 

razón las alteraciones en la producción de ATP pueden tener consecuencias 

fatales en la sobrevivencia neuronal. A pesar de que la vía glucolítica aporta solo 

del 4.6-7.7% del ATP total, su funcionamiento es esencial en el desarrollo óptimo 

de la neurotransmisión glutamatérgica (Hyder et al., 2006; Magistretti et al., 

1999; Pellerin and Magistretti, 1994; Sibson et al., 1997). Durante condiciones de 

hipoxia/isquemia la interrupción de la irrigación sanguínea cerebral produce un 

estrés metabólico debido a la falta de ATP generado a través de la fosforilación 

a nivel de sustrato de la glucólisis, y a la fosforilación oxidativa. Cuando los 

requerimientos de glucosa no se satisfacen debido a la hipoglucemia o a la 

isquemia cerebral, se produce la muerte de las neuronas posiblemente como 

consecuencia de la combinación de la deficiencia energética debida, no sólo a la 

falta de flujo sanguíneo, sino posiblemente también a la alteración de la actividad 

del  transporte de electrones mitocondrial (Allen et al. 1995; Zaidan y Sims, 

1994; Canevari et al. 1997; Camacho et al., 2007); y al aumento en los niveles 

extracelulares de los aminoácidos excitadores, glutamato y aspartato 

(Benveniste et al. 1989). Las causas de este aumento en las concentraciones 
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extracelulares de estos aminoácidos no se conocen, pero se piensa que puede 

deberse a un funcionamiento deficiente o inverso de sus transportadores, que 

son dependientes de energía (Rossi et al. 2000; Allen et al., 2004; Mitani y 

Tanaka, 2003; Yeh et al., 2005). 

 En las últimas décadas se ha reconocido la importancia de la relación 

que existe entre los efectos tóxicos del glutamato y el estado energético de la 

célula (Novelli et al. 1998; Henneberry, 1989; Beal, 1993; Schinder et al. 1996). 

En estudios tanto in vivo como in vitro se ha demostrado que la toxicidad del 

glutamato y sus análogos se exacerba en presencia de inhibidores metabólicos 

(Novelli et al. 1998; Greene y Grenamyre, 1995; Sánchez-Carbente y Massieu, 

1999; García y Massieu, 2001; Massieu et al, 2001; 2003).  Estudios in vitro en 

retina de pollo han mostrado que la inhibición simultánea de la glucólisis y la 

cadena transportadora de electrones da lugar a la muerte neuronal, la cual 

puede prevenirse con antagonistas del receptor glutamatérgico de tipo NMDA 

(Zeevalk y Nicklas, 1990). Estudios in vitro han mostrado que durante 

condiciones de deficiencia energética, tales como la inhibición glucolítica o 

mitocondrial, se presentan cambios en la concentración intracelular de Na+ y K+,

resultando en la despolarización membranal y un incremento en la concentración 

de Ca2+ intracelular (Silver et al., 1997). El colapso del gradiente iónico 

membranal, provoca a su vez la despolarización de la membrana y la pérdida del 

bloqueo del receptor NMDA por el Mg2+. Esto da lugar a la sobreactivación de 

estos receptores  aún a concentraciones fisiológicas de glutamato extracelular, 

dando lugar a un proceso conocido como excitotoxicidad secundaria, ya que no 

implica un aumento en los niveles de glutamato en el medio (Novelli et al. 1988; 

Zeevalk y Nicklas, 1990, 1992; Storey et al. 1992; Pang y Geddes, 1997) (Fig. 

7). Estudios indican que la producción de energía a través de la vía glucolítica 

tiene un impacto mayor sobre el control de los gradientes iónicos que la 

producción de energía por la vía mitocondrial, por lo que se ha propuesto que el 

ATP glucolítico es el que alimenta principalmente a la ATPasa de Na+/K+ (Silver 

et al., 1997; Kahler y Reiser, 2000). 
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Por otra parte, algunos experimentos sugieren que el daño neuronal 

irreversible producido por el glutamato o sus análogos se debe a la falla 

mitocondrial (Ankarcrona et al. 1995; Schinder et al. 1996; Budd y Nicholls, 

1996) debido a una sobre carga de calcio. Esto apoya la estrecha relación entre 

el estado energético celular y la muerte excitotóxica.

Figura 7. Mecanismos celulares involucrados en la muerte inducida por 
excitotoxicidad secundaria. En condiciones de deficiencia energética, la actividad 
de la ATPasa Na+/K+ es inhibida colapsando el gradiente iónico membranal, 
provocando a su vez la despolarización de la membrana y la pérdida del bloqueo 
del receptor NMDA por el Mg2+. Esto permite la activación de estos receptores a 
concentraciones bajas de glutamato extracelular, y un incremento de calcio 
intracelular. Este incremento de calcio intracelular activa una serie de enzimas 
como proteasas, fosfatasas, endonucleasas y la oxido nítrico sintasa. El óxido 
nítrico (NO•) y el superóxido (O•

2) producen daño membranal por 
lipoperoxidación.
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Homeostasis de calcio intracelular en la muerte excitotóxica 
La concentración de Ca2+ intracelular está muy relacionada con un gran   

número de procesos fisiológicos.  La homeostasis de Ca2+ intracelular  es 

mantenida mediante diversos mecanismos membranales de extrusión de Ca2+,

como la ATPasa de Ca2+ membranal y el intercambiador Na+/Ca2+, y de 

almacenamiento, como la ATPasa del retículo endoplásmico y transportadores 

mitocondriales.

En las siguientes páginas se incluye una revisión que se público como 

capítulo del libro “The neurochemistry of Neuronal Death”, en donde se revisan 

los distintos sistemas encargados de regular la concentración de calcio 

intracelular y su relación con la producción de EROS y la muerte neuronal. 
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ARTICULO 1 

“Interplay between intracellular calcium handling and reactive oxygen species. 

Role of mitochondria and endoplasmic reticulum” 

(The neurochemistry of Neuronal Death, Research Signpost, 2007,

Keral, India. p. 67-93)
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Estrés oxidativo y muerte excitotóxica
Los radicales libres son átomos o moléculas extremadamente reactivas, 

debido a que en su último orbital tienen uno o más electrones sin aparear. Esta 

inestabilidad les confiere una avidez física por un electrón de cualquier otra 

molécula de su entorno, ocasionando que la molécula afectada quede inestable. 

Dentro de los radicales libres encontramos a las especies reactivas de oxígeno 

(EROS), como el anión radical superóxido (O2
•¯), el singulete de oxígeno (1O2),

el peróxido de hidrógeno (H2O2), el radical hidroxilo (•OH), y el ácido hipocloroso 

(HOCl) que son producto del metabolismo oxidativo (Kourie, 1998). Las EROS 

están implicadas en varios procesos fisiológicos y patofisiológicos, como la 

mitogénesis, la apoptosis, la regulación de la expresión de varios genes (Kourie, 

1998), la isquemia y en enfermedades neurodegenerativas (Coyle y Pufftarcken, 

1993). El estrés oxidativo se refiere a las consecuencias citotóxicas de las 

EROS, cuando las defensas antioxidantes son rebasadas por el incremento en 

la producción de EROS, por la disminución o pérdida de los mecanismos 

antioxidantes, o por ambas (Coyle y Puttfarcken, 1993). En estas condiciones se 

pueden presentar alteraciones en el DNA, peroxidación de lípidos y modificación 

de proteínas. La mitocondria es la principal fuente de EROS intracelulares. Bajo 

condiciones de reposo, entre el 2 - 5 % del oxígeno consumido en la mitocondria 

es parcialmente reducido por la cadena transportadora de electrones formando 

O2
•¯ y subsecuentemente peróxido de hidrógeno (Jacobson y Duchen, 2004). 

 El incremento en la generación de EROS durante la muerte excitotóxica 

está bien documentado. Estas pueden producirse por la entrada de Ca2+ a 

través de los receptores NMDA o por la disfunción mitocondrial, ocurriendo tal 

vez de manera simultánea. La generación de O2
•¯, de oxido nítrico (NO•) y 

peroxinítritos (ONOO¯) inducida por glutamato se ha demostrado in vitro (Lafon-

Cazal et al., 1993; Bondy y Lee, 1993). El estrés oxidativo tiene un papel crítico 

en un gran número de estados patológicos, y ha sido claramente establecida su 

contribución a la muerte en condiciones de isquemia-reperfusión y en 

enfermedades neurodegenerativas  (Jacobson y Duchen, 2002). En  neuronas 
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granulares de cerebelo se ha observado que la falla en la regulación de la 

concentración intracelular del Ca2+ inducida por glutamato incrementa la 

concentración de O2
•¯, y este incremento está relacionado con la actividad de la 

fosfolipasa A2 (PLA2) (Vesce, et al, 2004), que induce liberación de ácido 

araquidónico en la membrana (Williams et al., 1996; Kim et al., 1995; Saluja et 

al., 1887). A partir del ácido araquidónico se sintetizan prostaglandinas y 

leucotrinos con la concomitante producción de O2
•¯ (Kramer y Sharp, 1997). 

Se ha observado que el tratamiento con moléculas y enzimas 

antioxidantes previene el daño inducido por glutamato (Ishige et al., 2001; Vesce 

et al., 2004), NMDA, Kainato, AMPA (Shulz et al., 1995) e isquemia química 

(Rego et al., 1999). Por otra parte se ha demostrado que en condiciones de 

privación de oxígeno y glucosa hay disfunción mitocondrial, producción de 

EROS y un incremento en la concentración de glutatión oxidado en cultivos 

corticales de neuronas (Almeida et al., 2002). Otro estudio in vitro en un modelo 

de privación de oxigeno y glucosa muestra una disminución en el contenido de 

glutatión (GSH) y de la actividad de la glutatión peroxidasa (GPx) en neuronas 

de hipocampo (Jiang et al., 2004).

Estrés oxidativo y falla energética 
Diversos trabajos han sugerido que el estrés oxidativo es un factor 

asociado al daño neuronal hipoglucémico. Algunos de estos estudios han 

demostrado la producción de EROS en diversos modelos de  falla metabólica, 

como son cultivos de retina e hipocampo incubados con el inhibidor glucolítico 

yodoacetato; células PC12 sometidas a periodos de ausencia de glucosa y 

mitocondrias aisladas sometidas a hipoglucemia inducida por insulina (Rego et 

al., 1999; Liu et al., 2003; Sing et al., 2004; Mc Gowan et al., 2006). 

 En otros trabajos se ha observado que la hipoglucemia induce 

lipoperoxidación tanto de membranas plasmáticas como mitocondriales 

(Bhardwarj et al., 1998; Ballesteros et al., 2003; Singh et al., 2004; Patockova et 

al., 2003). Al igual que en el daño producido por glutamato, el inducido por la 
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inhibición glucolítica es prevenido con antioxidantes  (Rego et al., 1999). La 

vitamina E previene el daño ocasionado por yodoacetato en células de retina y 

en cultivos primarios de neuronas de hipocampo (Rego et al., 1998; Massieu et 

al., 2003). 

La producción de EROS en las mitocondrias es regulada por enzimas 

antioxidantes dentro cuales se incluyen: la superóxido dismutasa de manganeso 

(SOD-Mn), la catalasa, la GPx; así como por la concentración de glutatión 

reducido (GSH). Se ha observado que en estados patológicos, como la 

hipoglucemia, hay una disminución en la concentración de GSH y un incremento 

en la actividad de la SOD-Mn y de la catalasa, sugiriendo indirectamente la 

presencia de O2
•¯ y H2O2. Sin embargo, el papel de las EROS en el daño 

hipoglucémico no se ha determinado, ni se conoce el papel del calcio intracelular 

en la producción de EROS en estas condiciones. 

De lo que sí tenemos conocimiento, es que las EROS pueden afectar a 

los sistemas de almacenamiento de Ca2+ intracelular y la función de enzimas 

que participan en el metabolismo energético, dando lugar a un círculo vicioso. 

Se ha observado que las EROS incrementan la probabilidad de liberación de 

Ca2+ de pozas intracelulares del RE, probablemente por modificación de grupos 

tioles importantes en la actividad de los receptores a rianodina e IP3 (Abramson 

y Salama, 1988; Suzuki y Ford, 1999). Por otra parte, estudios han sugerido que 

las EROS pueden afectar la actividad de diversas proteínas involucradas en la 

homeostasis del Ca2+ intracelular, como la ATPasa de la membrana plasmática 

(PMCA) y la ATPasa del retículo endoplásmico (SERCA) (Kourie, 1998). 

Además el H2O2, el ONOO¯, el NO• entre otras especies reactivas, disminuyen la 

actividad de la -cetoglutarato deshidrogenasa (Gibson y Huang, 2004), y 

estudios han demostrado que el H2O2 puede oxidar los grupos SH de la cisteína 

149 del sitio activo de la enzima glucolítica, gliceraldehído-3-fosfato 

deshidrogenada (GAPDH) induciendo su inactivación (Schuppe-Koistinen, 1994; 

Lind et al., 1998; Colussi et al., 2000). A la fecha, el papel de la mitocondria en la 

regulación del Ca2+ y la producción de EROS durante la excitotoxicidad está bien 
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descrito (Budd et al., 1996; Schinder et al., 1996; Castilho et al., 1999), sin 

embargo el papel del RE en estos procesos no ha recibido tanta atención. 
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VI. ANTECEDENTES 
 
Inhibición glucolítica y muerte neuronal 
 Durante décadas se había considerado que la enzima gliceraldehído-3-

fosfato deshidrogenasa (GAPDH) es una de las enzimas cuya función principal 

es su participación en la vía glucolítica. Recientemente se ha demostrado que la 

GAPDH es una proteína multifuncional (Sirover, 1999; Chuang et al., 2005), ya 

que participa modulando el empaquetamiento de microtúbulos (Huitorel y 

Pantalón, 1985; Volker y Knull, 1997; Kumagai y Sakai, 1983), en el transporte 

de RNA nuclear (Singh y Green, 1993), contribuye a la fusión membranal 

(Glaser y Gross, 1995) y tiene actividad de fosfotransferasa/cinasa  (Kawamoto y 

Caswell, 1986). 

 En diversos estudios se ha reportado una interacción proteína-proteína 

entre la GAPDH y el dominio citoplásmico del precursor de la proteína β-amiloide 

(Shulze et al. 1993) y de la proteína huntingtina (Burke et al. 1996), involucradas 

en la enfermedad de Alzheirmer y Huntigton, respectivamente; sugiriendo una 

disminución en su actividad (Roses, 1996). También se ha observado 

interacción con la atrofina (Burke et al. 1996), la ataxina (Koshy et a., 1996) y el 

receptor de andrógenos (Koshy et a., 1996). 

Uno de los modelos in vitro más utilizados para mimetizar una condición 

hipoglucémica, es la administración de yodoacetato (un inhibidor irreversible de 

la enzima glucolítica, gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa). El yodoacetato 

inhibe a la enzima uniéndose de manera covalente a un grupo sulfihidrilo 

localizado en su sitio activo (Fig. 8). 

 

 
  

Figura 8. Inhibición de la GAPDH por la 
unión covalente del yodoacetato al 
sulfihidrilo de la cisteína 149 del sitio 
activo de la enzima. 
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 En un estudio realizado por Uto (1995) en cultivos de células 

hipocampales de la región CA1 y de corteza cerebral, la presencia de 1 o 10 mM 

de KCN y arsenato (que inhiben el metabolismo aeróbico), produce una 

reducción en la sobrevivencia del 50%. En tanto que, las mismas 

concentraciones de yodoacetato producen la muerte de la totalidad de las 

células. Por otra parte, Matthews y colaboradores (1997) demostraron que la 

administración de yodoacetato directamente en el estriado de la rata produce 

muerte neuronal y sugiere que ésta puede ser de tipo excitotóxico asociada a la 

producción de •OH. Además, experimentos de microdiálisis in vivo han mostrado 

que la inhibición de la glucólisis con yodoacetato produce la elevación de los 

niveles extracelulares de aspartato y glutamato, lo cual podría dar lugar a la 

muerte neuronal (Sandberg et al. 1985; Massieu et al. 2000). La administración 

in vivo de 5 mM de yodoacetato induce un incremento de 3.5 veces y de 35 

veces de los niveles extracelulares de glutamato y aspartato, respectivamente, y 

se acompaña de muerte neuronal en la región CA1 y en el giro dentado del 

hipocampo (Sandberg et al. 1985; Massieu et al., 2000), mimetizando lo que 

ocurre durante un periodo de hipoglucemia, en el cual la liberación de aspartato 

es mayor que la de glutamato (Sandberg et al. 1986). 

Diversos estudios in vitro han mostrado que el yodoacetato induce la 

liberación de glutamato y aspartato aparentemente a través del funcionamiento 

inverso de sus transportadores (Madl y Burgesser, 1993; Gemba et al., 1994; 

Ogata et al., 1995; Longuemare y Swanson, 1995). Un estudio in vivo de nuestro 

grupo apoya esta hipótesis (Camacho et al., 2007). 

Nuestro grupo de investigación ha mostrado que la toxicidad del 

glutamato se exacerba en presencia de yodoacetato (Massieu et al., 2000; 

Massieu et al., 2003; Hernández-Fonseca y Massieu, 2005), y que  el daño 

inducido en condiciones de inhibición glucolítica puede deberse a un mecanismo 

excitotóxico, ya que el MK-801, un antagonista del receptor NMDA previene la 

muerte neuronal (Zeevalk y Nicklas, 1992; Massieu et al. 2003).  

Estudios previos en nuestro laboratorio sugieren que la muerte neuronal 

inducida en condiciones de inhibición glucolítica es dependiente de la presencia 
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de calcio externo y de la regulación de la concentración intracelular de calcio por 

el retículo endoplásmico (Hernández-Fonseca y Massieu, 2005, ver apéndice). 

Tanto la ausencia del Ca2+ extracelular, como la presencia de Bapta-AM 

(quelante de calcio intracelular), así como la de un antagonista de los receptores 

a glutamato de tipo NMDA, el MK-801, previenen significativamente la muerte 

neuronal y mantienen la integridad morfológica de los cultivos de hipocampo. 

También se demostró que las pozas intracelulares de calcio del RE participan en 

la muerte inducida por la inhibición glucolítica, ya que el bloqueo de los 

receptores a rianodina por dantroleno y por rianodina a una concentración 

relativamente baja (1 μM), reducen la muerte de las neuronas al igual que el 

bloqueo de los receptores a IP3 del retículo endoplásmico con xetospongina C. 

En concordancia con esta observación agonistas de los receptores a rianodina 

como la cafeína y rianodina a altas concentraciones (25 μM) exacerban la 

muerte neuronal (Hernández-Fonseca y Massieu, 2005, ver apéndice). Estas 

observaciones sugieren que la pérdida de la homeostasis de Ca2+ intracelular 

durante la inhibición glucolítica favorece la muerte neuronal. 

Por otra parte, otros estudios in vitro sugieren que el daño inducido por 

yodoacetato puede deberse a la presencia de radicales libres. En estos estudios 

realizados en cultivos de neuronas de la región CA1 del hipocampo, en cultivos 

de células granulares de cerebelo, y en retina de pollo, se observó que el MK-

801 no tuvo un efecto protector sobre la muerte, mientras que la administración 

de diferentes antioxidantes mostró un claro efecto protector (Uto et al. 1995; 

Malcolm et al, 2000; Rego et al., 1999). Estos resultados han llevado a sugerir 

que el mecanismo de muerte inducido por la administración de yodoacetato no 

es de tipo excitotóxica, sino que el daño está mediado por la producción de 

radicales libres (Uto et al., 1995; Malcolm et al., 2000; Rego et al., 1999). Cabe 

mencionar que en estos estudios se utilizaron usando altas concentraciones de 

yodoacetato, lo que induce una deficiencia energética severa. De acuerdo a lo 

anterior, a la fecha, no está claro el mecanismo de muerte inducido por 

yodoacetato. Los estudios realizados en la presente tesis contribuyeron a 

desentrañar dicho mecanismo. 
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VII. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 
 Los estudios descritos en la sección anterior sugieren que la inhibición 

glucolítica induce la muerte de las neuronas por un mecanismo dependiente de 

Ca2+ en el que participa la producción de EROS. Sin embargo, el papel de la 

activación de los receptores a glutamato de tipo NMDA en el aumento en la 

concentración de Ca2+ intracelular y en el mecanismo de muerte, hasta el 

momento no había quedado claro. Tampoco se conocía cual era la relación 

entre la activación de dichos receptores y la producción de EROS. Con base en 

lo anterior, en la primera parte de la tesis nos planteamos conocer si el aumento 

en la concentración de Ca2+ intracelular está relacionado con la producción de 

EROS y si la activación de los receptores NMDA interviene en ambos procesos.  

Los resultados de los experimentos realizados para contestar a estas 

preguntas se presentan en el artículo: Hernández-Fonseca K., Massieu L. 2008. 

“Calcium-dependent production of reactive oxygen species is involved in 
neuronal damage induced during glycolysis inhibition in cultured 
hippocampal neurons”. J. Neurosci. Res., DOI: 10.1002/jnr.21634 

Por otra parte, se ha mencionado en la introducción que los cuerpos 

cetónicos pueden utilizarse como sustratos alternativos a la glucosa. En estudios 

previos demostramos que el AcAc es capaz de prevenir eficientemente la 

disminución de ATP y la muerte producida por yodoacetato en neuronas 

cultivadas de hipocampo (Massieu et al., 2003). En el presente trabajo se 

estudió si el efecto protector de los cuerpos cetónicos podría estar mediado por 

una reducción en la producción de EROS. Con el fin de conocer si dicho efecto 

podría deberse al restablecimiento de la falla energética por los cuerpos 

cetónicos o a otras acciones de dichos compuestos, utilizamos los isómeros D- y 

L- del β-hidroxibutirato. El isómero D tiene un papel fisiológico ya que es 

transformado a acetil-CoA por la β-hidroxibutirato deshidrogenasa, mientras que 

el isómero L tiene un papel fisiológico mucho menor. 

Los resultados de los experimentos diseñados para contestar estas 

preguntas se presentan en la sección de resultados en el artículo (sólo los 
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experimentos in vitro presentados en este artículo forman parte de esta tesis). 

Haces M.L., Hernández-Fonseca K., Medina-Campos O.N., Montiel T., Pedraza-

Chaverri J., Massieu L. 2008. “Antioxidant capacity contributes to protection 
of ketone bodies against oxidative damage induced during hypoglycemic 
conditions”. Exp. Neurol. DOI:10.1016/expneurol.2007.17.029.  
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VIII. HIPÓTESIS 
 

La excitotoxicidad y el estrés oxidativo participan en la muerte neuronal 

inducida por la inhibición glucolítica. El incremento en la concentración 

intracelular de calcio favorecerá la producción de EROS las cuales participarán 

en el mecanismo de muerte neuronal. 

 Los cuerpos cetónicos tendrán un efecto protector de la muerte neuronal 

al actuar como sustratos energéticos y/o al reducir la producción de EROS. 
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IX. OBJETIVOS 
 

• Estudiar el efecto de diferentes concentraciones del inhibidor glucolítico, 

yodoacetato, sobre la actividad de la GAPDH, los niveles de ATP y la 

sobrevivencia de neuronas cultivadas de hipocampo 

 
• Estudiar los cambios en la concentración de Ca2+ intracelular en condiciones 

de inhibición glucolítica 

 

• Conocer la dependencia de Ca2+ extracelular e intracelular en la muerte 

producida en condiciones de inhibición glucolítica 

 

• Conocer el papel de la excitotoxicidad en la muerte inducida en condiciones 

de inhibición glucolítica 

 
• Conocer el papel de la activación de los receptores a NMDA sobre la 

concentración intracelular de Ca2+ en condiciones de inhibición glucolítica 

 
• Conocer si hay producción de EROS en condiciones de inhibición glucolítica 

y su papel en la muerte neuronal 

 

• Estudiar el efecto del yodoacetato sobre la actividad de algunas enzimas 

antioxidantes en neuronas cultivadas de hipocampo 

 

• Estudiar el efecto de los cuerpos cetónicos sobre la muerte neuronal y la 

producción de EROS 
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X. METODOLOGÍA 
 

 
 

Figura 9. Diagrama de flujo de la metodología empleada (descrita con 
detalle en los artículos correspondientes). Los cultivos de hipocampo de 
rata fueron obtenidos a partir de embriones de rata de 17 días de 
gestación, cultivados en medio Neurobasal suplementado con B27. 
Después de 8 días in vitro (DIV) los cultivos fueron tratados durante 30 min 
con las diferentes concentraciones de yodoacetato en presencia o 
ausencia de diferentes fármacos. La actividad enzimática de la GAPDH y 
las enzimas antioxidantes fue determinada una hora después del 
tratamiento. Los niveles de ATP y la producción de EROS se determinaron 
a diferentes tiempos después del tratamiento. La concentración de Ca2+ 
intracelular fue monitoreada cada minuto durante 3 horas. La 
sobrevivencia fue determinada 4 y 24 horas después del tratamiento por 
medio de los  ensayos de muerte vida y de reducción de MTT, 
respectivamente. Cabe aclarar, que no todos los fármacos fueron 
estudiados con todos los ensayos experimentales. 
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XI. RESULTADOS 
 

 

 

 

 

 

 

 

Artículo 2 
“Calcium-dependent production of reactive oxygen species is involved in 

neuronal damage induced during glycolysis inhibition in cultured  

hippocampal neurons“ 

(Journal of Neuroscience Research) 
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Artículo 3 
“Antioxidant capacity contributes to protection of ketone bodies against oxidative 

damage induced during hypoglycemic conditions” 

(Experimental Neurology) 
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XII. DISCUSIÓN 
 

Diversos estudios han relacionado al estrés oxidativo con el daño neuronal 

inducido por isquemia cerebral in vivo, o por privación de oxígeno y glucosa en 

cultivos neuronales (Oliver et al., 1990; Li et al., 1999; Candelario-Jalil et al., 

2001; Almeida et al., 2002; Abramov et al., 2007). Estudios previos in vitro (Uto 

et al., 1995; Rego et al., 1999; Malcolm et al., 2000) e in vivo (Matthews et al., 

1997) sugieren que el daño neuronal provocado por yodoacetato está asociado 

a la producción de EROS. Sin embargo, la relación entre la activación del 

receptor NMDA, el incremento en la concentración de Ca2+ intracelular y la 

generación de EROS posterior a la inhibición glucolítica con yodoacetato, no se 

había estudiado hasta el momento. 

Previamente se había reportado que el tratamiento con vitamina E previene 

eficientemente la muerte neuronal inducida por yodoacetato, sugiriendo la 

participación del estrés oxidativo en la cascada de muerte celular disparada por 

el déficit energético (Uto et al., 1995; Malcolm et al., 2000; Rego et al., 1999). 

Los resultados del presente trabajo apoyan esta hipótesis, ya que se observó un 

incremento en la producción de EROS después de la exposición al yodoacetato, 

el cual depende de la severidad del déficit energético. Durante la exposición a 

100 µM de yodoacetato, la producción de EROS fue significativamente mayor y 

más rápida, que la observada  durante la exposición a yodoacetato 50 µM. 

La producción de EROS es altamente dependiente de la presencia de Ca2+ 

extracelular y de la activación del receptor a NMDA en la condición de 50 µM, 

apuntando a que la entrada de Ca2+ a través de estos receptores promueve la 

generación de EROS. El efecto inhibidor del MK-801 sobre el incremento en la 

concentración de Ca2+ intracelular y la producción de EROS apoya esta 

hipótesis. Además, el Bapta-AM reduce eficientemente la señal fluorescente del 

Et y la carboxi-DCF, sugiriendo la contribución del Ca2+ intracelular a la 

generación de EROS. 

Por otra parte, en estudios previos hemos observado que la exposición a 50 

µM de yodoacetato aumenta sólo ligeramente la concentración extracelular de 
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glutamato y aspartato, lo que sugiere que en esta condición, la activación de los 

receptores a NMDA podría ser la consecuencia un mecanismo excitotóxico 

secundario, resultante de la falla energética (Novelli et al., 1988; Zeevalk y 

Nicklas, 1992). 

En contraste con la condición de yodoacetato 50 µM, la producción de EROS 

durante la exposición a 100 µM de yodoacetato no fue sensible al MK-801, y 

sólo parcialmente reducida en ausencia de Ca2+ extracelular. Por el contrario, 

fue eficientemente inhibida por vitamina E y Bapta-AM. Estas observaciones 

concuerdan con la falta de efecto del MK-801 sobre el aumento en la 

concentración intracelular de Ca2+ observada en estas condiciones. Los 

resultados apuntan a que en condiciones de deficiencia energética abrupta y 

severa, la entrada de Ca2+ a través de los receptores a NMDA no está 

involucrada en la producción de EROS, pero sí la falla en los sistemas de 

regulación de Ca2+ intracelular.  

Los presentes resultados muestran que en condiciones de inhibición 

glucolítica tanto moderada como severa, la producción de EROS es 

eficientemente reducida por el tratamiento con los cuerpos cetónicos, AcAc y el 

isómero fisiológico del β-HB, los cuales evitaron la disminución de los niveles de 

ATP y la reducción del MTT. Estas observaciones sugirieren que la deficiencia 

energética promueve la generación de EROS. Este resultado concuerda con 

otros estudios que muestran que el tratamiento con cuerpos cetónicos previene 

la muerte neuronal asociada con la hipoxia, la isquemia (Suzuki et al., 

2001,2002; Masuda et al., 2005), la excitotoxicidad inducida durante la inhibición 

metabólica (García y Massieu, 2001; Massieu et al., 2003; Mejía-Toiber et al., 

2006) y en modelos de las enfermedades de Alzheimer y Parkinson (Kashiwaya 

et al., 2000; Tieu et al., 2003). 

El efecto del AcAc y del  D-β-HB podría ser resultado de la suplementación 

metabólica mitocondrial a través de su transformación a acetil-CoA restaurando 

los niveles de ATP. Los sistemas dependientes de ATP responsables de la 

captura y extrusión del Ca2+ intracelular podrían estar alterados durante la 

inhibición glucolítica severa y contribuir al incremento en la concentración de 
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Ca2+ intracelular. En estas condiciones, el atrapamiento del Ca2+ intracelular libre 

con Bapta-AM reduce la producción de EROS y la muerte celular, sugiriendo la 

falla de los sistemas responsables del mantenimiento de la homeostasis 

intracelular de Ca2+ durante un déficit energético severo. Es posible que los 

cuerpos cetónicos al suplementar el metabolismo mitocondrial pudieran 

contribuir a restaurar la homeostasis de Ca2+ intracelular. 

La participación de EROS en el proceso de muerte neuronal es evidenciada 

por el efecto neuroprotector de la vitamina E y del ácido nordihidroguaiaretico 

(NDGA). El NDGA es un potente atrapador de •OH (principalmente), ONOO¯, 
1O2, O2

•¯ y ácido hipocloroso (HOCl) (Floriano-Sánchez et al., 2006). Un estudio 

previo in vivo utilizando un atrapador de •OH, sugirió la producción de este 

radical después de la inyección de yodoacetato en el estriado (Matthews et al., 

1997). A su vez, se ha observado que el tratamiento con NDGA en ratas 

diabéticas incrementa significativamente los niveles de GSH, la actividad de la 

superóxido dismutasa y de la catalasa, y reduce la producción de 

malondialdehído (Anjaneyulu y Chopra, 2004). La vitamina E no alteró el efecto 

inhibidor del yodoacetato sobre la actividad de la GAPDH, y ni de la GPx. 

Tampoco modificó la disminución de los niveles de ATP inducida por 

yodoacetato. Estos resultados sugieren que la protección de la vitamina E se 

debe principalmente a su actividad antioxidante. Además de su efecto lipofílico 

antioxidante de atrapador de radicales en la membrana celular, el tocoferol 

puede reaccionar directamente con varias especies reactivas de oxígeno, 

incluyendo 1O2,  radical alkoxil, ONOO⎯, dióxido de N2, ozono y O2
•⎯ (Wang y 

Quinn, 1999).  

Estos resultados nos permiten concluir que la producción de EROS durante 

la inhibición glucolítica es un factor determinante en la cascada metabólica 

asociada en la muerte neuronal. Esta observación es relevante ya que la 

participación del estrés oxidativo en el daño neuronal se ha sugerido  en el caso 

de la isquemia cerebral; sin embargo en la mayoría de los modelos de isquemia 

existe reperfusión, lo cual induce la generación de EROS después del 

incremento abrupto en los niveles de oxígeno. En el caso de la hipoglucemia, la 
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tensión de O2 no cambia y sin embargo hay producción de EROS, de aquí que 

es importante identificar los mecanismos de generación de EROS y su 

participación en la muerte neuronal. 

Los resultados que reportamos descartan que la producción de EROS se 

debe a un posible efecto alquilante del yodoacetato sobre algunas enzimas de la 

defensa antioxidante, ya que no modificó la actividad de la catalasa, la glutatión 

reductasa ni de la glutatión S-transferasa. Únicamente inhibió en 

aproximadamente un 30% la actividad de la glutatión peroxidasa, pudiendo 

contribuir  a la acumulación de H2O2. La identificación de otros mecanismos que 

llevan a la producción de EROS en las presentes condiciones experimentales 

requiere de estudios adicionales. La participación de sistemas productores de 

EROS activados por calcio como la óxido nítrico sintasa, la fosfolipasa A2 y el 

subsecuente metabolismo del ácido araquidónico que conlleva a la producción 

de O2
•¯; la actividad de la xantina oxidasa, la participación de EROS 

mitocondriales y la producción de especies reactivas de nitrógeno (ERNS), no 

fueron estudiados en el presente trabajo.  

Con base en los presentes resultados podemos concluir que los mecanismos 

responsables del incremento en la concentración de Ca2+ intracelular en 

condiciones de falla energética severa y moderada, no son idénticos. Durante la 

inhibición glucolítica moderada la producción de EROS y la muerte neuronal 

están asociadas a la entrada de Ca2+ a través de los receptores NMDA, 

sugiriendo un mecanismo excitotóxico. Por el contrario, durante la inhibición 

glucolítica severa la muerte neuronal y la producción de EROS no están 

relacionadas con la activación de los receptores a NMDA, pero sí con el 

incremento en la concentración de Ca2+ intracelular. De allí que el MK-801 y el 

medio libre de Ca2+ son menos efectivos en reducir la generación de EROS y el 

daño neuronal inducido durante inhibición glucolítica severa. En esta última 

condición, la liberación de Ca2+ de pozas intracelulares podría tener una 

participación importante. Estudios previos indican que el bloqueo de la salida de 

Ca2+ del retículo endoplásmico con dantroleno previene la muerte neuronal, 

mientras que la inducción de su liberación, la exacerba (Hernández-Fonseca y 

Neevia docConverter 5.1



111 
 

Massieu, 2005). Sería interesante conocer si la falla en la regulación del Ca2+ 

por el retículo endoplásmico, y de los sistemas responsables de la extrusión de  

Ca2+ intracelular, como la ATPasa de Ca2+ membranal y el intercambiador 

Na+/Ca2+, sistemas que son directa o indirectamente dependientes de energía, 

influyen en la generación de EROS.  

El efecto neuroprotector del β-HB hasta el momento se ha atribuido a su 

acción metabólica suplementando el metabolismo mitocondrial al ser 

transformado en el cerebro a acetil-CoA, a través de la enzima mitocondrial β-

HB deshidrogenasa. De la misma manera, se ha considerado que el isómero D- 

era el único con efectos neuroprotectores en el cerebro, ya que el isómero L- es 

inerte metabólicamente. Estudios recientes han demostrado que el β-HB es 

capaz de contrarrestar la producción de EROS inducida por H2O2 (Maalouf et al., 

2007; Kim et al., 2007). En este trabajo observamos que el isómero no 

metabolizable del β-HB, el L-β-HB, es capaz de prevenir el daño oxidativo 

independientemente de un efecto metabólico, ya que no tiene efecto alguno 

sobre los niveles de ATP.  El mecanismo por el cual los cuerpos cetónicos 

atrapan directamente las EROS aún no está claro. Es posible que los grupos 

hidroxilo presentes en L- y el D-β-HB contribuyan a su capacidad atrapadora. De 

hecho, la capacidad de atrapar el •OH del L-β-HB y D-β-HB fue claramente 

mayor que la del AcAc, el cual carece de grupos hidroxilo. Por otra parte, se ha 

sugerido la producción de •OH por yodoacetato en un estudio in vivo (Matthews 

et al., 1997); nuestros resultados apoyan esta hipótesis ya que tanto el NDGA y 

como el β-HB, que atrapan eficientemente esta especie, muestran un efecto 

protector importante. El efecto protector del acetoacetato contra la producción de 

EROS y la muerte neuronal podría atribuirse a su rápida transformación a acetil-

CoA en la mitocondria restaurando eficientemente los niveles de ATP. Su efecto 

atrapador de EROS, aunque es pobre también  podría contribuir a la protección 

de la muerte. 
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XIII. CONCLUSIONES 
 

Basándonos en los presentes resultados podemos concluir que la 

producción de EROS no es consecuencia de la inhibición de las enzimas 

antioxidantes, glutatión reductasa, glutatión-S-transferasa y catalasa por el 

yodoacetato. La inhibición de la GPX por yodoacetato podría contribuir al estrés 

oxidativo por la acumulación de H2O2, la cual a su vez podría favorecer la 

producción de •OH. El o los mecanismos de producción de EROS durante la 

inhibición de la glucólisis no fueron identificados en este trabajo; sin embargo, 

los datos reportados contribuyen al conocimiento de los mecanismos 

responsables de muerte celular producida en condiciones de falla bioenergética, 

la cual se asocia con la isquemia y la hipoglucemia. 

Los resultados sugieren la participación de diferentes mecanismos 

involucrados en la muerte neuronal dependiendo de la severidad del déficit 

energético. Durante la inhibición glucolítica moderada un mecanismo 

excitotóxico está claramente involucrado tanto en la generación de EROS como 

en la muerte, mientras que durante un déficit energético severo, el estrés 

oxidativo tiene un papel preponderante en la muerte y la producción de EROS 

está aparentemente relacionada con la falla en la regulación de la homeostasis 

de calcio intracelular. El efecto del Ca2+ sobre la producción de EROS podría 

explicarse por la activación de enzimas dependientes de calcio productoras de 

radicales como la xantina oxidasa, la óxido nítrico sintasa y fosfolipasa A2. La 

producción de EROS mitocondriales también podría tener una papel importante. 

Los posibles mecanismos que participan en la generación de EROS y en la 

muerte neuronal se esquematizan en la  figura 10. 

Por otra parte, los presentes resultados muestran la capacidad 

antioxidante de los cuerpos cetónicos, dando nuevas evidencias acerca de los 

mecanismos de neuroprotección de estas moléculas. Podemos concluir que la 

acción metabólica del D- β-hidroxibutirato y del acetoacetato pueden reducir la 

producción de EROS a través del mantenimiento del metabolismo mitocondrial, 
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mientras que en el caso del el D- β-HB la acción protectora también estaría 

mediada por su efecto como atrapador de EROS. 

 

 

 
Figura 10. Posibles mecanismos involucrados en la muerte neuronal inducida por 
falla energética. El déficit energético induce un aumento de la concentración 
intracelular de Ca2+ debido a la activación de los receptores a NMDA, y a la falla en 
los mecanismos de homeostasis de Ca2+ intracelular (liberación de Ca2+ de pozas 
intracelulares y falla en los mecanismos de extrusión de Ca2+ membranales). La 
sobrecarga de Ca2+ induce la activación de diversas enzimas productoras de EROS, 
como la fosfolipasa A2 (PLA2), la xantina oxidasa y la oxido nítrico sintasa. Así 
mismo, induce una sobre carga de calcio mitocondrial, llevando a la disfunción 
mitocondrial, la producción de EROS mitocondriales, y a un subsecuente estado de 
estrés oxidativo. Tanto el incremento en la concentración de Ca2+ intracelular, como 
la producción de EROS participan en la cadena de muerte neuronal.  
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