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RESUMEN 
El glutamato (Glu), principal neurotransmisor del sistema nervioso central de los 

mamíferos, puede tener efectos tóxicos a través de un mecanismo dependiente de 

Ca2+ llamado excitotoxicidad. La toxicidad del Glu se facilita cuando el metabolismo 

energético de la célula se encuentra inhibido y se ha asociado con patologías en las 

cuales hay una falla del metabolismo energético. Estudios hechos en cultivos de 

neuronas demostraron que la toxicidad del Glu está relacionada con el daño 

mitocondrial, la disminución de los niveles de ATP y la pérdida de la homeostasis de 

Ca2+. Recientemente, en un estudio in vivo, demostramos que la facilitación de la 

toxicidad del glutamato cuando hay una inhibición mitocondrial previa, no está 

relacionada con una disminución drástica en los niveles de ATP. Esto sugirió que otros 

factores, como la activación de las proteasas, están relacionados con el daño neuronal 

inducido por Glu. La caspasa-3 y la calpaína son dos proteasas asociadas a la muerte 

apoptótica y necrótica, respectivamente. La activación de estas proteasas durante un 

proceso excitotóxico se ha relacionado con el daño mitocondrial y con la activación de 

receptores glutamatérgicos. El objetivo de esta tesis fue evaluar si, in vivo, estas 

proteasas están involucradas en el daño inducido por Glu, al administrarse en 

presencia o ausencia de una inhibición mitocondrial previa. También evaluamos el 

papel que tienen los receptores ionotrópicos glutamatérgicos en la activación de estas 

proteasas y en la inducción de la lesión inducida por Glu en el estriado de ratas. Los 

resultados muestran que la facilitación de la toxicidad del Glu, debida al tratamiento 

previo con un inhibidor mitocondrial, es independiente de la activación de la caspasa-3 

y está relacionada con una activación fuerte de la calpaína. Los receptores NMDA y 

no-NMDA contribuyen en igual magnitud a la activación de la calpaína y a la 

producción de la lesión inducida por Glu. Ante un estímulo tóxico de Glu en ausencia 

de inhibición mitocondrial previa, también existe una activación fuerte de la calpaína y 

no de la caspasa-3. En este modelo de excitotoxidad severa el receptor NMDA 

contribuye fuertemente a la inducción de la lesión pero no a la activación de la 

calpaína. Esto sugiere que otros factores, relacionados con el receptor a NMDA están 

involucrados en el proceso de muerte celular. El conocimiento de éstos será de gran 

importancia para poder proponer tratamientos eficaces de las patologías relacionadas 

la toxicidad del Glu. 
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ABSTRACT 
Glutamate (Glu), the major excitatory neurotransmitter of the mammalian central 

nervous system, can be neurotoxic by a calcium-dependent mechanism named 

excitotoxicity. Glu toxicity is exacerbated when energy metabolism is impaired and has 

been related to pathological conditions associated with failure of energy metabolism. 

Studies derived from neuron cultures have shown that neuronal death in these 

conditions is related to mitochondrial dysfunction, ATP depletion, and loss of calcium 

homeostasis. We have recently observed that, in vivo, enhancement of glutamate 

toxicity elicited by previous mitochondrial inhibition does not involve severe ATP 

depletion. This suggests that other factors such as proteases activation are involved in 

the in vivo excitotoxic process. Proteases such as calpain and caspases have been 

involved in necrotic and apoptotic cell death phenotypes, respectively. During 

excitotoxicity, activation of these proteases is related to mitochondrial damage or the 

activation of a particular glutamate receptor subtype. In the present study we aimed to 

investigate whether neuronal damage due to Glu intrastriatal injection during moderate 

inhibition of mitochondrial metabolism, or by an acute Glu stimulus, is related to 

caspase-3 or calpain activation. We also investigated the contribution of ionotropic 

glutamate receptors to proteases activation and neuronal death induced by Glu in the 

striatum of the treated rats. Results show that enhancement of glutamate toxicity due to 

inhibition of mitochondrial metabolism in vivo, do not recruit caspase-dependent 

apoptosis but favors calpain activation through the stimulation of both subtypes of 

glutamate ionotropic receptors. In these conditions, NMDA and non-NMDA receptors 

contributed equally to calpain activation and to the induction of neuronal death. On the 

other hand, neuronal damage after acute Glu stimulus in intact rats is also caspase-3-

independent. However, although neuronal damage is mediated mainly by the NMDA 

receptor subtype, it can not be attributed solely to calpain activity, suggesting the 

involvement of other factors that should be studied in order to propose therapies for 

pathological conditions in which Glu toxicity is involved.  
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ORGANIZACIÓN DE LA TESIS 

Esta tesis esta dividida en secciones que incluyen: Introducción, antecedentes, 

hipótesis y objetivos, materiales y métodos, resultados, discusión, conclusiones y 

apéndice.  

En la introducción se revisa de manera general el papel del glutamato como 

neurotransmisor y se hace una revisión breve de sus receptores. Se menciona el papel 

tóxico que puede tener el glutamato cuando su concentración aumenta en el espacio 

sináptico o bien, en condiciones de deficiencia energética. Se revisan también los 

mecanismos celulares que intervienen en la toxicidad de este neurotransmisor y el 

papel que tiene la mitocondria en ésta. Al final de la introducción se describen los tipos 

de muerte celular así como los mecanismos involucrados en cada uno de ellos. 

Finalmente se describe el papel que tienen algunas proteasas en la muerte neuronal 

(Artículo 1). 

 En los antecedentes directos del trabajo se describen algunos estudios 

realizados por nuestro laboratorio en cultivos neuronales, en los cuales se encontró 

una relación entre la disminución de la concentración de ATP y la muerte neuronal 

inducida por glutamato cuando existe una inhibición mitocondrial previa.  

En la sección de materiales y métodos se describen los modelos animales que 

utilizamos para evaluar el papel de la caspasa-3 y de la calpaína en la muerte 

excitotóxica. Se describe brevemente los materiales y métodos utilizados a lo largo de 

esta tesis. La descripción detallada de los procedimientos experimentales se describe 

en los artículos incluidos en los antecedentes y resultados. 

En los resultados se incluyen dos artículos.  

El primero, titulado “Mild mitochondrial inhibition in vivo enhances glutamate-

induced neuronal damage through calpain but not caspase activation: Role of 

ionotropic glutamate receptors.” Aceptado para publicación en la revista: Experimental 

Neurology 212, 179–188. 
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El segundo artículo presentado en esta sección se titula “Contribution of NMDA 

and Non-NMDA receptors to in vivo glutamate-induced calpain activation in the rat 

striatum. Relation to neuronal damage.” Este artículo se publicó en la revista 

Neurochemical Research 33, 1475-1483. 

 En la discusión se resume e integra el papel de la activación de las proteasas 

estudiadas ante la estimulación de los receptores glutamatérgicos. Se incluye también 

una discusión acerca de las posibles vías de activación de la calpaína, haciendo 

énfasis en el papel que los diferentes receptores glutamatérgicos tienen en éstas. 

En el apéndice se anexa el artículo titulado: “Exacerbation of excitotoxic 

neuronal death induced during mitochondrial inhibition in vivo: relation to energy 

imbalance or ATP depletion”, publicado en la revista Neuroscience. Este artículo formó 

parte de mi trabajo de maestría y constituye un antecedente directo de la presente 

tesis. 

 

 

 6



LISTA DE ABREVIATURAS 

 

3-NP   ácido 3-nitropropiónico  

AMPA   D-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiónico  

ERN   Especies reactivas de nitrógeno  

ERO   Especies reactivas de oxígeno  

KA   Kainato  

MK-801 (+)-5-metil-10,11-dihidroxi-5-dibenzo(a,d)cicloheptano-5,10-imina 

maleato 

mPTP   Poro de transición de la permeabilidad mitocondrial  

NBQX   2,3-dihidroxi-6-nitro-7-sulfamoil-benzo[f]quinoxalina-2,3-diona 

NMDA  N-metil-D-aspartato  

RE   Retículo endoplásmico  

SNC   Sistema nervioso central  

ΔΨm   Potencial de membrana mitocondrial  
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INTRODUCCIÓN 

El glutamato es un aminoácido no esencial que podemos encontrar a altas 

concentraciones en el cerebro, encontrándose principalmente en proteínas y en 

vesículas sinápticas (Schousboe, 1981). Este aminoácido es el principal 

neurotransmisor excitador en el sistema nervioso central (SNC) de los mamíferos. La 

potencialidad excitadora del glutamato en el tejido nervioso fue descubierta por Curtis 

y Watkins (1960). Trabajos publicados en las siguientes décadas mostraron que el 

glutamato tiene un papel fisiológico al participar en procesos como la migración, la 

diferenciación y la muerte celular durante el desarrollo del SNC, así como en procesos 

de memoria y aprendizaje (Mayer y Westbrook, 1987; Fujii et al., 2003; Cull-Candy et 

al., 2006; Neyman y Manahan-Vauhan, 2008). De manera conjunta al descubrimiento 

del glutamato como neurotransmisor también se describió la potencialidad neurotóxica 

del mismo (Lucas y Newhouse 1957). Olney (1971) postuló que los aminoácidos 

excitadores, en especial el glutamato, producen muerte neuronal por la activación 

continua de sus receptores, proponiendo la hipótesis excitotóxica. Actualmente se 

considera que la excitotoxicidad del glutamato participa en algunas enfermedades 

neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson, la de Huntington y la de 

Alzheimer, así como en la muerte neuronal subsiguiente a los accidentes vasculares y 

periodos isquémicos (Benveniste et al., 1984; Sandberg et al., 1986; Lees, 1993; 

Massieu y García, 1998; Salinska et al., 2005). Los mecanismos de la muerte neuronal 

excitotóxica se han estudiado extensivamente en modelos in vitro. Éstos involucran 

como principales ejecutores de la muerte, la activación continua de los receptores a 

glutamato, el estado metabólico y oxidativo de la célula, así como la falla en la 

regulación de la concentración de Ca2+ intracelular. En conjunto, estos factores llevan 

a la muerte neuronal, la cual presenta características tanto apoptóticas como 

necróticas. Los estudios realizados in vivo, concernientes a estos mecanismos, son 

escasos y principalmente se han realizado utilizando agonistas glutamatérgicos. En 
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esta tesis se estudia el papel de uno de estos factores, la activación de las proteasas, 

como ejecutores de la muerte neuronal en dos modelos de muerte excitotóxica in vivo.  

 

La sinapsis glutamatérgica 

En el SNC de los mamíferos las sinapsis excitadoras son principalmente 

glutamatérgicas, éstas incorporan alrededor del 80% del contenido total de glutamato 

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

sintetizado en el SNC a través de dos procesos: 1) a partir de la glucosa por medio de 

la transaminación del α-cetoglutarato, un intermediario del ciclo de Krebs (Peng et al., 

1991; Yudkoff, 1997), o 2) a partir de la glutamina por la acción de la enzima 

glutaminasa (Hassel et al., 1997; Danbolt, 2001). En la sinapsis glutamatérgica, el 

glutamato es introducido a las vesículas a través de transportadores vesiculares 

(VGLUT) (Takamori et al., 2000). La incorporación del glutamato hacia las vesículas se 

favorece por el gradiente de protones generado por una ATPasa de H+ localizada en la 

membrana vesicular y que bombea H+ hacia el interior de la vesícula (Tabb et al., 

1992). De esta manera, el transportador vesicular de glutamato trabaja como un 

antiportador protón-glutamato que introduce el neurotransmisor a la vesícula sináptica 

(Danbolt, 2001). Cuando llega un potencial de acción, la membrana plasmática se 

despolariza lo que causa la apertura de los canales de Ca2+ sensibles a voltaje y 

aumenta la concentración de este ión en el interior celular. Como consecuencia, las 

vesículas sinápticas se fusionan con la membrana plasmática y liberan el glutamato, lo 

que aumenta su concentración en el espacio sináptico a concentraciones milimolares 

(alrededor de 1-2 mM; Danbolt, 2001). Una vez liberado al espacio extracelular, el 

glutamato ejerce su acción al activar a sus receptores localizados principalmente en la 

membrana post-sináptica (Nakanishi, 1992; Michaelis, 1998; Ozawa et al., 1998). Para 

evitar la activación continua de sus receptores, el glutamato debe ser eliminado del 

espacio sináptico, proceso realizado por transportadores específicos que se 
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encuentran tanto en la glia como en las neuronas (Nicholls y Artwell, 1990). Dentro de 

las células, el glutamato puede ser convertido a α-cetoglutarato (Yu et al., 1982); o 

bien, puede ser convertido a glutamina, por una reacción dependiente de ATP 

realizada por la enzima glutamina sintetasa (Norenberg y Martínez-Hernández, 1979; 

Ottersen et al., 1992). Esta última reacción solo ocurre en astrocitos (Norenberg y 

Martínez-Hernández, 1979; Laake et al., 1995). Finalmente, la glutamina sintetizada en 

los astrocitos puede ser liberada y tomada por neuronas vecinas donde se utiliza como 

sustrato para sintetizar glutamato. El glutamato sintetizado a partir de glutamina se 

almacena en las vesículas sinápticas para volver a liberarse. A esta forma de reciclar 

el glutamato se le conoce como ciclo del glutamina-glutamato (Fig. 1) (revisado en 

Hassel y Dingledine, 2006). 

Figura 1. Esquema que representa los componentes de una sinapsis glutamatérgica. (1) 

El glutamato es vesiculizado con la ayuda de transportadores vesiculares y posteriormente 

liberado al espacio sináptico (2) donde activa a sus receptores (3). Para terminar la 

señalización glutamatérgica, el glutamato es eliminado del espacio sináptico por medio de 

transportadores membranales, los cuales se encuentran en los astrocitos (4). Dentro de los 

astrocitos el glutamato sirve como precursor de glutamina (5), la cual es liberada y 

capturada por neuronas pre-sinápticas. Dentro de la pre-sinapsis, la glutamina es 

convertida a glutamato (6) y éste es de nuevo vesiculizado. A este ciclo se le llama ciclo de 

la glutamina-glutamato. 
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Receptores a glutamato  

 Los receptores a glutamato pueden dividirse en dos grandes categorías, los 

metabotrópicos y los ionotrópicos (Nakanishi, 1992; Hollman y Heinemann, 1994; 

Dingledine et al., 1999). Los receptores ionotrópicos están acoplados a canales iónicos 

y permiten el paso de Ca2+, Na+ o K+, mientras que los receptores metabotrópicos 

transmiten su señal mediante el acoplamiento a proteínas G (Fig. 2) (Pin y Duvioson, 

1995; Conn y Pin, 1997). 

 

Receptores ionotrópicos.  

Estos receptores se distinguen farmacológicamente en base a sus 

interacciones con agonistas no fisiológicos y se pueden agrupar en dos grandes 

grupos: los que responden al N-metil-D-aspartato (NMDA), y los que son insensibles a 

éste (denominados receptores no-NMDA; Hollmann y Heinemann, 1994). Dentro de 

este último grupo se encuentran los receptores a Kainato (KA) y los receptores al 

ácido D-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiónico (AMPA) (Nakanishi, 1992; 

Nakanishi y Masu, 1994). Las técnicas de clonación han dado a conocer que existen 

subtipos de cada uno de estos receptores formados por diferentes subunidades 

(Boulter et al., 1990; Nakanishi, 1992). Las diferentes combinaciones de subunidades 

les confieren características electrofisiológicas y farmacológicas diversas como el 

tiempo de apertura del canal y la selectividad iónica del mismo (Nakanishi, 1992; 

Wisden y Seeburg, 1993).  

 

Receptores no-NMDA  

Los receptores a AMPA y a KA, conocidos como receptores no-NMDA, son 

mediadores de la transmisión glutamatérgica en un gran número de sinapsis 

excitadoras y los canales que forman son principalmente permeables a Na+  y K+ (Cull-

Candy y Usowicz, 1987; Jahr y Stevens, 1987). 
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Receptores a AMPA.  

Estos receptores median la mayoría de las sinapsis excitadoras del SNC, y 

tienen un papel muy importante en funciones del cerebro como la memoria y el 

aprendizaje (Dingledine et al., 1999; Derkach et al., 2007). Hasta la fecha se han 

encontrado cuatro subunidades del receptor a AMPA, denominadas GluR1 a GluR4 

(Keinänen et al., 1990). Los receptores a AMPA funcionan como complejos 

pentaméricos y presentan conductancias a Na+ y K+ principalmente (Cull-Candy y 

Usowicz, 1987; Jahr y Stevens, 1987). La conductancia al Ca2+ depende de la 

presencia de la subunidad GluR2, por lo que los receptores heteroméricos que 

contienen a la subunidad GluR2 tienen baja conductancia al Ca2+ (Burnashev, 1996; 

Cull-Candy et al., 2006). Los receptores a AMPA se localizan predominantemente en 

la membrana plasmática de los cuerpos y dendritas de las neuronas post-sinápticas 

(Bernard et al., 1997; Chen et al., 1998). Estos receptores tienen una distribución 

amplia en el SNC, las regiones CA1 y CA3 del hipocampo y las capas más 

superficiales de la corteza cerebral son las zonas con mayor expresión de éstos 

(Petralia y Wenthold, 1992). Otras regiones como el caudado-putamen y las capas 

internas de la corteza cerebral también cuentan con la presencia de estos receptores, 

aunque con en menor proporción; mientras que las regiones con menos expresión de 

estos receptores son el diencéfalo, el cerebro medio y el tallo cerebral (Petralia y 

Wenthold, 1992; Ozawa et al., 1998). 

Receptores a KA.  

Los receptores a KA fueron descritos originalmente por Watkins y 

colaboradores (Davies et al., 1979; Watkins y Evans, 1981) y se conocen 5 

subunidades diferentes que forman un receptor funcional (GluK1, GluK2, GluK5, GluK6 y 

GluK7; Hollmann y Heinemann, 1994; Huettner, 2003). Estos receptores, como todos 

los receptores glutamatérgicos, se localizan en todo el SNC (Michaelis, 1998; 

Huettner, 2003). Estudios de hibridación in situ demostraron que las subunidades 

GluK5, GluK6, GluK7 y GluK2 se localizan principalmente en la corteza cerebral, el 
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estriado, el hipocampo y el cerebelo (Gall et al., 1990); mientras que la subunidad 

GluK1 se encuentra principalmente en las regiones del giro dentado y CA3 del 

hipocampo (Huettner, 2003; Hirbec et al., 2003). Estos receptores son permeables 

principalmente a Na+ y K+; sin embargo, la permeabilidad del poro cambia si los ARNm 

de las subunidades GluK5 y GluK6 son procesados y editados para generar un cambio 

en la región del poro de una arginina por una glutamina (Sommer et al., 1991). Este 

cambio de aminoácidos, consecuencia de la edición del ARNm, determina la 

conductancia al Ca2+; de esta manera los receptores que no han sido modificados 

presentan una alta permeabilidad al Ca2+ (Hollmann et al., 1991; Köhler et al., 1993). 

Se sabe que la mayor parte de los ARNm de las subunidades GluK5 y GluK6 

identificadas en el SNC presentan esta modificación, lo que indica que la mayoría de 

los receptores a KA en el SNC no son permeables a Ca2+ (Ozawa et al., 1998). Las 

diferencias funcionales y características farmacológicas de estos receptores se deben 

a la formación de complejos heteroméricos con las diferentes subunidades, al 

procesamiento alternativo del ARNm y a su interacción intracelular con proteínas 

accesorias que contienen dominios PDZ (Hollmann et al., 1991; Wilding y Huettner, 

1997; Hirbec et al., 2003).  

Estos receptores se localizan en la post-sinapsis y participan en la respuesta 

post-sináptica (Vigne y Collingridge, 1997; Frerking et al., 1998); sin embargo, también 

se han encontrado localizados en la pre-sinapsis donde pueden regular la liberación de 

algunos neurotransmisores (Lerma, 2003). El mecanismo por el cual los receptores a KA 

pre-sinápticos modulan la liberación de los neurotransmisores no se conoce con 

exactitud, algunos experimentos han propuesto que estos receptores pueden estar 

acoplados a proteínas G (Lerma, 2006) y se propone que la modulación del 

neurotransmisor depende del tipo de proteína G que se asocie al receptor y por lo tanto, 

a la vía de señalización que se active (Rodríguez-Moreno y Sihra, 2004; Melyan et al., 

2004). 
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Receptores a NMDA 

Los receptores a NMDA median la neurotransmisión glutamatérgica de manera 

distinta a los receptores de tipo no-NMDA ya que son dependientes de voltaje y para 

su activación completa requieren tanto de la unión simultánea de glutamato y glicina, 

más la remoción del ión Mg2+, el cual se encuentra bloqueando el canal del receptor y 

cuya liberación es inducida por la despolarización de la membrana (Nowak et al., 

1984; Mayer et al., 1984; Cull-Candy et al., 2001). Este es el receptor que tiene más 

afinidad por el glutamato y se desensibiliza lentamente después de la exposición a su 

agonista (Waxman y Lynch, 2005). La apertura de su canal permite el paso de Ca2+, K+ 

y Na+ al interior de la célula; la proporción para Ca2+ y Na+ es de 10:1, respectivamente 

(Nicholls, 1995). Los receptores a NMDA difieren en sus características funcionales, 

como es el tiempo de apertura del canal y su respuesta a ciertos agonistas o 

antagonistas, dependiendo de las subunidades que los conformen (Ishii et al., 1993; 

Chen et al., 1999; Cull-Candy et al., 2001). Se han descrito varios sitios de unión para 

diferentes moléculas en este receptor, la unión de estas moléculas modulan positiva o 

negativamente la actividad de éste (Waxman y Lynch, 2005). Por ejemplo, la unión de 

Zn2+ a su sitio de unión en este receptor disminuye la actividad de este receptor (Lynch 

y Guttmann, 2001), mientras que la unión de poliaminas a este receptor genera un 

efecto facilitador (Ransom y Stec, 1988). Se conoce también que la actividad de este 

receptor puede modularse positivamente y negativametne por agentes reductores y 

oxidantes, respectivamente (Aizenman et al., 1989); esto dada la existencia de 

cisteínas susceptibles a oxidación-reducción que se localizan en la subunidad NR1 

(Sullivan et al., 1994). 

Este receptor es un tetrámero compuesto por diversas subunidades; para que 

este receptor sea funcional se requiere de la subunidad NR1 (donde se encuentra el 

sitio de unión a la glicina) y cualquiera de las isoformas de la subunidad NMDAR2 

(NMDAR2A–D), que tienen el sitio de unión al glutamato (Michaelis, 1998; Waxman y 

 14



Lynch, 2005). Se conoce una tercera subunidad, la NR3, que aparentemente inhibe la 

funcionalidad de este receptor y está expresada altamente durante el desarrollo (Das 

et al., 1998). La expresión de las subunidades de este receptor cambia durante el 

desarrollo (Monyer et al., 1994; Cull Candy et al., 2001). En la etapa embrionaria, la 

subunidad NMDAR2B se encuentra en casi todas las regiones, mientras que la 

subunidad NMDAR2D se encuentra en el diencéfalo y el tallo cerebral (Monyer et al., 

1994). Después del nacimiento, la subunidad NMDAR2A se encuentra de manera 

ubicua, mientras que la NMDA2C se expresa prominentemente en el cerebelo (Monyer 

et al., 1994; Cull Candy et al., 2001). En el adulto, las subunidades del receptor NMDA 

están distribuidas en todo el SNC, de estas, la subunidad NMDAR1 es la que tiene la 

distribución más homogénea (Michaellis, 1998). Las regiones que más expresan la 

subunidad NMDAR2A son la corteza cerebral, el hipocampo y el bulbo olfatorio (Ishii et 

al., 1993). La subunidad NMDAR2B se expresa preferentemente en el telencéfalo; la 

subunidad NMDAR2C en las células granulares de corteza cerebelar; y la subunidad 

NMDAR2D en el diencéfalo y el tallo cerebral (Ishii et al., 1993; Michaellis, 1998). 

 En cuanto a su papel en el SNC, se sabe que el Ca2+ que entra a través de 

estos receptores se necesita para la formación de sinapsis nuevas y en procesos de 

plasticidad sináptica (Maren y Baudry, 1995; Asztély y Gustafsson, 1996; MacDonald 

et al., 2006). Por otro lado, este receptor también está involucrado en ciertas 

patologías ya que su activación desencadena un proceso de muerte excitotóxica por la 

entrada excesiva de Ca2+, la producción de especies reactivas de oxígeno (ERO), 

entre otras cosas (Michaelis, 1998), fenómenos que se explican más adelante. 

 

Receptores metabotrópicos 

Los receptores a glutamato de tipo metabotrópico (mGluR, por sus siglas en 

inglés) se descubrieron en 1985 (Sladeczek et al., 1985). Dichos receptores 

pertenecen a la familia de los receptores de siete dominios transmembranales y están 

acoplados intracelularmente a una proteína G (Nakanishi, 1994; Pin y Duvoisin, 1995). 
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Existen ocho subtipos de estos receptores (mGluR1-mGluR8) que están agrupados en 

tres grupos, dependiendo de la cascada de señalización que activan y su selectividad 

por ciertos agonistas (Nakanishi, 1994; Pin y Duvoisin, 1995). Los receptores del grupo 

I (mGluR1 y mGluR 5) están acoplados a una proteína Gq, la cual activa a la fosfolipasa 

C y provoca la hidrólisis de fosfolípidos de inositol (Aramori y Nakanishi, 1992). Los 

segundos mensajeros producidos en esta cascada de señalización son el diacilglicerol 

(DAG) y el IP3; el DAG activa a la proteína cinasa C, mientras que el IP3 moviliza Ca2+ 

del retículo endoplásmico (ER) (Abe et al., 1992). Los receptores del grupo I se 

expresan en la mayoría de las sinapsis glutamatérgicas, principalmente en el 

componente post-sináptico (Nakanishi, 1994). Los receptores del grupo II (mGluR2 y 

mGluR3) están asociados a las proteínas Gi/o e inhiben a la proteína adenilato ciclasa y 

por lo tanto la producción de AMP cíclico (Ozawa et al., 1998). Los receptores 

pertenecientes al grupo III (mGluR4, mGluR6-8) también están acoplados a la proteína 

Gi/o sin embrago éstos difieren de los del grupo II en la sensibilidad a varios agonistas 

y en la fuerza con la que inhiben a la adenilato ciclasa (Nakanishi et al., 1998; 

Swanson et al., 2005). Los sitios de expresión de estos receptores son variados, se 

encuentran en las células de Purkinje, en las células piramidales de la región CA1 y 

CA3 del hipocampo, en el estriado, el bulbo olfatorio y en la corteza cerebral (Martin et 

al., 1992; Molnar et al., 1993; Baude et al., 1993). Los receptores metabotrópicos de 

tipo mGluR1, mGluR2 y mGluR3 tienen una alta expresión en el hipocampo, el 

cerebelo, el bulbo olfatorio, la amígdala y en los ganglios basales (Michaelis, 1998). El 

papel fisiológico de estos receptores se ha estudiado extensamente mediante la 

utilización de agonistas y antagonistas. Por ejemplo, se conoce que los receptores 

mGluR6 participan en la transmisión glutamatérgica entre los fotorreceptores y las 

células bipolares de la retina (Nakanishi et al., 1998). Se ha propuesto que el papel de 

los receptores metabotrópicos es el de modular la transmisión sináptica, tal vez por 

esta razón su localización es tanto pre-sináptica como post-sináptica (Basyks y 

Malenka, 1991; Forsythe y Clemmens, 1990; Conn y Pin, 1997). También se ha 
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encontrado que algunos receptores metabotrópicos suprimen la transmisión sináptica 

inhibidora o excitadora mediante mecanismos pre-sinápticos como la disminución de la 

liberación de glutamato provocada por la inhibición de los canales de Ca2+ pre- 

sinápticos (Chavis et al., 1994), mecanismo que se ha demostrado en células del 

bulbo olfatorio y en las regiones CA1 y CA3 del hipocampo (Ozawa et al., 1998). 

 

Figura 2. Esquema de los receptores a glutamato presentes en la post-sinapsis. Se 

muestran los receptores a NMDA y los receptores a AMPA o KA (que forman parte 

de los receptores de tipo no-NMDA), así como los receptores metabotrópicos, los 

cuales se encuentran acoplados a una proteína G intracelular.  

 

Transportadores de glutamato. 

Para que el glutamato termine su señalización en la sinapsis glutamatérgica 

éste debe ser removido del espacio sináptico mediante transportadores membranales 

así como por difusión simple (Danbolt, 2001). El buen funcionamiento de estos 

transportadores debe mantener la concentración extracelular de glutamato lo 

suficientemente baja como para no mantener activos a sus receptores por tiempos 

prolongados ya que, la activación continua de los receptores puede resultar dañina 

para las neuronas por un mecanismo denominado excitotoxicidad (ver mas adelante). 
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El mecanismo para la recaptura de glutamato involucra el co-transporte de 3 iones de 

Na+ y un H+, así como la salida de un ion K+ (Zerangue y Kavanaugh 1996; Tzingounis 

y Wadiche, 2007). 

Se conocen cinco tipos diferentes de transportadores de glutamato: dos 

transportadores gliales, GLT-1 y GLAST (transportador de glutamato-1 y transportador 

de glutamato/aspartato, respectivamente (Pines et al., 1992; Storck et al., 1992), un 

transportador neuronal EAAC1 (acarreador de aminoácidos excitadores-1) (Kanai y 

Heideger, 1992), el EAAT4 (transportador de aminoácidos excitadores-4) que se 

encuentra principalmente en células de Purkinje (Fairman et al., 1995), y los 

transportadores EAAT5 (transportador de aminoácidos excitadores-5) localizados en la 

retina (Danbolt et al., 1992; Rothstein et al., 1994; Lehre et al., 1995; Gadea y López-

Colomé, 2001). De los 5 subtipos de transportadores de glutamato, el GLT1 es el más 

abundante en todo el cerebro (Danbolt et al., 1990; Danbolt, 2001). En la rata adulta, el 

GLT1 se encuentra principalmente en los astrocitos de la neocorteza, en el estriado, 

tálamo e hipocampo (Lehre et al., 1995). El GLAST es el transportador que más se 

expresa en el cerebelo y es un transportador que también se expresa en algunos 

órganos periféricos como el oído interno (Lehre et al., 1995). La principal función de 

los transportadores, tanto gliales como neuronales, es la remoción del glutamato del 

espacio sináptico (Robinson, 1998; Rothstein et al., 1996). Su papel en el SNC se ha 

estudiado en ratones a los cuales se les ha inhibido la expresión de estos 

transportadores. Por ejemplo, ratones carentes de los transportadores GLT1 y GLAST 

evidenciaron el papel de estas proteínas en la remoción del glutamato extracelular ya 

que estos animales muestran signos de excitotoxicidad (Tanaka et al., 1997). Esta 

función de los transportadores de glutamato se hace todavía más evidente durante 

periodos isquémicos, ya que durante éstos se observa un incremento de los niveles de 

glutamato asociado al funcionamiento inverso de los transportadores de glutamato 

dependientes de Na+, con la subsiguiente muerte celular (Benveniste et al., 1984; Seki 

et al., 1999; Mitani y Tanaka, 2003). Se ha propuesto que estos transportadores 
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participan en la modulación de la liberación del mismo neurotransmisor, ya que, de no 

remover eficientemente el glutamato extracelular éste puede difundir y activar 

receptores pre-sinápticos (Nicholls y Artwell, 1990; Danbolt, 2001). Experimentos con 

ratones deficientes de GLT-1 indican que este subtipo de transportador también tiene 

un papel importante en la inducción de la potenciación a largo plazo (PLP) a través de 

la regulación de los niveles extracelulares de glutamato (Tanaka et al., 1997).  

 

Excitotoxicidad 

El término excitotoxicidad se refiere al proceso por el que los aminoácidos 

excitadores, como el glutamato, producen daño neuronal debido a la actividad 

prolongada de sus receptores (Olney, 1971). La propiedad neurotóxica del glutamato 

se describió de forma paralela a su acción excitadora. Lucas y Newhouse (1957), 

fueron los primeros en demostrar que la inyección sistémica del glutamato produce 

degeneración en la retina de ratones inmaduros. Tiempo después se demostró en 

ratones en desarrollo que los aminoácidos excitadores, en especial el aspartato y el 

glutamato, son capaces de generar la muerte de neuronas que se encuentran en 

regiones del cerebro que no están protegidas por la barrera hematoencefálica (Olney, 

1971). Otros estudios demostraron que compuestos con capacidad despolarizante y 

efectos excitadores como los análogos del glutamato mimetizan la toxicidad de éste 

(Watkins et al., 1990; Choi, 1992). El glutamato ahora es reconocido como 

neurotransmisor y a su vez como una potente neurotoxina (Salinska et al., 2005). La 

toxicidad del glutamato se considera la causa principal de la muerte neuronal 

desencadenada durante periodos de isquemia y de hipoglucemia, ya que en éstos 

ocurre un incremento de los niveles extracelulares de glutamato (Benveniste et al, 

1984; Sandberg et al, 1986). Por otro lado, la muerte neuronal excitotóxica también ha 

sido vinculada a la muerte celular que se observa en algunas enfermedades 

neurodegenerativas como la enfermedad de Huntington, la enfermedad de Parkinson y 
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la enfermedad de Alzheimer (Beal, 1992; Massieu y García, 1998). Existe una gran 

variedad de artículos acerca de los mecanismos por los que el glutamato genera 

muerte neuronal y se involucra principalmente al receptor NMDA dado que éste es 

permeable al Ca2+ (Choi et al., 1988; Sattler et al., 1998). También se reconoce que el 

Ca2+ y el estrés oxidativo son componentes importantes de la vía de muerte 

excitotóxica (Fig. 3, ver más adelante). 

 

El concepto de excitotoxicidad involucra la activación excesiva y constante de 

los receptores glutamatérgicos (Fig.3.1), los eventos celulares relacionados con la 

muerte excitotóxica han sido ampliamente estudiados en cultivos neuronales (Choi, 

1987, 1988; Arundine y Tymiansky, 2003; Sattler et al, 1998). Los primeros estudios 

acerca de la toxicidad del glutamato mostraron que la muerte excitotóxica es un 

fenómeno que afecta preferentemente a las neuronas y en menor medida a la glia 

(Choi et al., 1987). La constante activación de los receptores glutamatérgicos conduce 

a la despolarización membranal y a flujos iónicos que llevan al daño neuronal (Choi, 

1987; Kiedrowski, 1999). El proceso excitotóxico empieza por el influjo de Na+, Cl- y 

agua (Rothman, 1985; Choi, 1987; Kiedrowsky et al., 1994). Este proceso inicial 

genera hinchamiento de las estructuras post-sinápticas (dendritas y cuerpos 

neuronales) el cual es transitorio y es regulado por las células sin producir daño celular 

(Choi, 1987; Dietz et al., 2007). Experimentos pioneros que estudiaban el potencial 

neurotóxico del glutamato mostraron que si se elimina el Ca2+ del medio de cultivo, las 

neuronas son más resistentes al daño por glutamato (Choi, 1987; Rothman et al., 

1987). Muchos estudios sugieren que la excitotoxicidad está asociada a una falla en la 

regulación de la concentración de Ca2+ intracelular (Choi et al, 1987; Randall y Thayer, 

1992; Tymianski et al., 1993b; Nicholls y Budd, 1998; Kristián y Siesjö, 1998). 

Actualmente se sabe que las neuronas que tienen una desregulación de la 

homeostasis de Ca2+ intracelular mueren inevitablemente. 
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Calcio y excitotoxicidad 

El Ca2+ es un ión que tiene un papel fisiológico importante; interviene en 

procesos como la contracción muscular y la fusión de vesículas con la membrana 

plasmática (exocitosis) (Burnashev y Rozov, 2005), participa en cascadas de 

señalización intracelular como segundo mensajero (Ghosh y Greenberg, 1995) y en la 

expresión de ciertos genes (Berridge et al., 1998), y facilita la activación de varias 

proteínas como la calmodulina, la calpaína, fosfatasas, proteínas cinasas (Dawson et 

al., 1992; Schulz et al., 1995b; Gunasekar et al., 1995; Hongpaisan et al., 2004) y 

endonucleasas (Ghosh y Greenberg, 1995; Burnashev y Rozov, 2005; Hartmann y 

Konnerth, 2005; Hernández-Fonseca et al., 2007). La concentración de Ca2+ en el 

interior celular se encuentra regulada rigurosamente por sistemas que controlan el 

influjo y la extrusión del ión (Kristán y Siesjö, 1998), así como por mecanismos 

intracelulares que involucran organelos y proteínas de unión a calcio. Generalmente la 

concentración de Ca2+ intracelular es aproximadamente de 10-7 M, mientras que en el 

espacio extracelular es de 10-3M (Salinska et al., 2005). Esto genera un gradiente de 

concentración que se mantiene por la acción de la ATPasa de Ca2+ de la membrana 

plasmática (PMCA, por sus siglas en inglés) (Pottorf et al., 2006) y del intercambiador 

de Na+/Ca2+ (Kristan y Siesjö, 1998; Blaustein y Lederer, 1999). En condiciones 

fisiológicas la concentración de Ca2+ intracelular puede aumentar de manera transitoria 

(Kristan y Siesjö, 1998); el influjo de Ca2+ en estas condiciones ocurre principalmente a 

través de la activación de canales de Ca2+ dependientes de voltaje (Walter y De 

Waard, 1998), o de receptores acoplados a canales iónicos, como los receptores 

glutamatérgicos (Burnasehv, 1996; Kristan y Siesjö, 1998). El control de la 

concentración de Ca2+ intracelular en las neuronas es complejo e involucra proteínas 

de unión a Ca2+ (Pochet et al., 1990; Mattson et al, 1991), la captura de Ca2+ por la 

mitocondria y el RE (Kostyuk y Verkhraty, 1994; Nicholls y Akerman, 1982; Nicholls y 

Scout, 1980; Duchen, 2000; Nicholls et al., 2003), así como mecanismos de extrusión 

de Ca2+ mediados por el intercambiador Na+/Ca2+ y por la PMCA (Miller, 1991; 
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Blaustein et al., 1996; Blaustein y Lederer, 1999). La mitocondria puede capturar Ca2+ 

en su interior a través de un uniportador, el cual depende del potencial de membrana 

mitocondrial (ΔΨm) y permite capturar el Ca2+ si éste aumenta a concentraciones 

mayores de 1 µM (Gunter y Gunter, 1994; Nicholls y Ward, 2000). En el caso del RE, 

éste captura Ca2+ por la acción de una ATPasa de Ca2+ denominada SERCA que 

mantiene la concentración de Ca2+ en el lumen del RE a concentraciones de alrededor 

de 0.5mM (Vangheluwe et al., 2005). 

Una falla en la regulación de la concentración intracelular de Ca2+ puede ser 

dañina para la célula (Fig. 3.2) (Choi et al., 1988; Tymiansky et al., 1993a; Sattler et 

al., 1998; Bano y Nicotera, 2007). En el caso de la muerte excitotóxica, se ha 

observado un aumento en la concentración de este ión y se ha documentado que la 

principal vía de entrada de Ca2+ es el receptor a NMDA (Choi et al., 1988; Sattler et al., 

1998). Varios estudios han demostrado que después de la activación de los receptores 

glutamatérgicos hay un aumento de Ca2+ citosólico que es asociado con la disminución 

en los niveles de ATP y la producción de ERO (Gunter y Gunter, 1994; Budd y 

Nicholls, 1996; Schinder et al., 1996; White y Reynolds, 1996a; Stout et al., 1998; 

Vesce et al., 2004). El incremento de Ca2+ durante un estímulo excitotóxico también 

está relacionado con el aumento de Ca2+ en el interior de la mitocondria el cual, entre 

otras cosas, daña a la mitocondria o dificulta su funcionamiento (Fig. 3.4) (Khodorov et 

al, 1996a, b; Schinder et al., 1996; Peng et al., 1998; Vergun et al, 1999; Puka-

Sundvall et al., 2000a; Schild et al., 2003). Actualmente no se conoce con exactitud la 

procedencia del Ca2+ que provoca el aumento en la concentración de Ca2+ intracelular, 

pues algunas fuentes indican que éste puede provenir del exterior celular o bien, 

deberse a su liberación de las pozas intracelulares (Reynolds, 1998; Hernández-

Fonseca et al., 2007). Por un lado se ha visto que la excitotoxicidad está acompañada 

de una despolarización y disminución del gradiente de sodio provocando el 

funcionamiento inverso del intercambiador de Na+/Ca2+, siendo éste la principal fuente 

de internalización de Ca2+ (Andreeva, et al., 1991; Kiedrowski et al., 2004). Así mismo 
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se ha visto que el receptor a NMDA es una de las principales vías de entrada de Ca2+ 

hacia la célula, por lo que una condición que lo mantenga activo favorece el aumento 

de este ión en el interior celular (Tymiansky et al., 1993a; Sattler et al., 1998). Por otro 

lado, también se tiene evidencia de que durante el proceso excitotóxico se inhibe el 

transporte de ATPasas como la PMCA y la SERCA del RE, posiblemente debido a la 

disminución en la concentración de ATP (Lehotsky, 2002; Paschen, 2003), lo que 

contribuye al aumento de la concentración de Ca2+ intracelular. La consecuencia final 

del aumento de Ca2+ intracelular sería un daño celular irremediable degradando 

componentes importantes para la sobrevivencia de la célula (Paschen, 2003; Salinska 

et al., 2005; Hernández-Fonseca et al., 2007).  

 

Estrés oxidativo y excitotoxicidad 

Otro componente determinante de la muerte excitotóxica es el estrés oxidativo 

(Fig. 3.5) (Bondy y LeBel, 1993; Lewén et al., 2000; Sugawara y Chan, 2003). La 

producción moderada de ERO sirve como señalización durante procesos como la 

regulación de la actividad de proteínas y la expresión de genes (Martin y Barret, 2002). 

La producción de ERO después de un estímulo excitotóxico se ha demostrado in vitro 

(Dykens et al., 1987; Lafon-Cazal et al., 1993; Bondy y LeBel, 1993). Los estudios in 

vivo son más limitados, pero se ha demostrado protección contra el daño excitotóxico 

al utilizar compuestos antioxidantes (Clough-Helfman y Phillis, 1991; Schulz et al., 

1995a, b). La activación de los receptores NMDA produce un incremento en la 

concentración de Ca2+ intracelular, el cual puede activar enzimas que incrementen la 

producción de radicales libres como la fosfolipasa A2 (PLA2), la xantina oxidasa y la 

sintasa del óxido nítrico (Dawson et al., 1992; Schulz et al., 1995b; Gunasekar et al., 

1995). Otra fuente de producción de ERO es la mitocondria, la cual se asocia con la 

captura de Ca2+ por parte de este organelo y al daño mitocondrial (Casthilo et al., 

1999; Luetjens et al., 2000; Vergun et al., 2001; Vesce et al., 2004; Sas et al., 2007). 

Estudios recientes muestran que la captura de Ca2+ por la mitocondria es necesaria 
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para la producción de ERO y la muerte neuronal mediada por NMDA (Stout et al., 

1998; Duan et al., 2007). Dentro de las ERO generadas más comunmente por la 

mitocondria está el anión superóxido, el cual se produce si un electrón escapa de la 

cadena transportadora de electrones y reacciona con el oxígeno (Liang et al., 2000; 

Hongpaisan et al., 2004; Vesce et al., 2004; Sas et al., 2007). Durante un estímulo 

excitotóxico también se generan especies reactivas de nitrógeno (ERN), derivadas de 

la producción de NO
.
 por la sintasa del NO

.
 (NOS) neuronal y endotelial (Knowles y 

Moncada, 1994; Moncada y Bolaños, 2006). El NO. formado puede reaccionar con el 

anión superóxido y formar peroxinitrito, el cual induce la peroxidación de los lípidos de 

la membrana (Coyle y Puttfarcken, 1993). Como consecuencia de la producción 

exagerada de ERO y ERN, la célula experimenta daños considerables que la llevan a 

una muerte inevitable (revisado en Hernández-Fonseca et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 24



 
Figura 3. Eventos que se desencadenan después de la activación de los receptores 

glutamatérgicos y que están relacionados con un proceso excitotóxico. La excitotoxicidad 

comienza por la activación continua de los receptores glutamatérgicos (1) la cual esta 

asociada con el influjo de Ca2+. El aumento en la concentración intracelular de Ca2+ (2) 

activa una serie de enzimas incluyendo proteasas que dañan componentes celulares 

como la membrana plasmática (3) y que favorecen la producción de especies reactivas 

de oxígeno. El Ca2+ también puede dañar a la mitocondria, si ésta lo acumula en exceso 

(4). El daño mitocondrial está asociado con la producción de ERO, como puede ser el 

anión superóxido (5), y con la disminución en la producción de ATP. Como 

consecuencia, todos los procesos dependientes de ATP se interrumpen, entre ellos la 

actividad de la ATPasa de Na+/K+ (6), lo cual generaría despolarización de la membrana 

plasmática y facilitación de la activación del receptor a NMDA, exacerbando la cascada 

excitotóxica y el daño celular.  

 

Excitotoxicidad secundaria 

La hipótesis excitotóxica implica la estimulación constante de los receptores 

glutamatérgicos debido al aumento en la concentración extracelular de su ligando 

(Olney, 1971). Sin embargo, en los últimos años se ha observado que el incremento de 

la concentración extracelular de glutamato no es suficiente para generar la muerte de 
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las neuronas (Massieu et al., 1995). De hecho, aunque se acepta que existe un 

componente excitotóxico en la muerte neuronal en las enfermedades 

neurodegenerativas crónicas, la elevación de glutamato en el líquido cefalorraquídeo de 

los pacientes con estas enfermedades no se ha observado con claridad (Mally et al, 

1997; Kuiper et al, 2000). Ahora se sabe que la toxicidad del glutamato depende del 

estado energético celular, de tal manera que el umbral tóxico del glutamato disminuye 

cuando existe una deficiencia energética, aún cuando ésta sea parcial (Novelli et al, 

1988, Simpson e Isacson, 1993; Green y Greenamyre, 1996; Massieu et al., 2000, 

2001). Por lo tanto, la excitotoxicidad se induce por condiciones que favorecen la 

acumulación de glutamato en el espacio extracelular, pero también se facilita en 

condiciones de deficiencia energética (Choi, 1992; Novelli et al, 1988; Greene et al., 

1998; García y Massieu, 2003; Sánchez-Carbente y Massieu, 1999). A esta condición se 

le ha llamado excitotoxicidad secundaria; y se postula que es la responsable de la 

muerte neuronal durante las enfermedades neurodegenerativas crónicas (Greenamyre 

et al., 1988; Schimdt et al., 1990; Beal, 1992; Green y Greenamyre, 1996). Estudios que 

han reportado fallas en el metabolismo energético de pacientes con estas enfermedades 

apoyan esta hipótesis; por ejemplo, se ha observado una disminución en la actividad del 

complejo I mitocondrial en pacientes con la enfermedad de Parkinson (Schapira, 1999), 

del complejo II mitocondrial en pacientes con la enfermedad de Huntington (Brouillet et 

al., 1995) y del complejo IV en pacientes con la enfermedad de Alzheimer (Parker et al, 

1994). Asimismo, se ha demostrado que la deficiencia en el metabolismo energético da 

lugar a una neurodegeneración parecida a la excitotóxica (Storey et al. 1992; Beal et al. 

1993a; Green et al. 1993; Brouillet et al., 1995, 1999). El estudio histológico de las 

lesiones producidas por inhibidores del metabolismo mitocondrial muestra 

características citológicas y neuroquímicas parecidas a las que se presentan después 

de la administración de agonistas glutamatérgicos (Beal et al. 1993a; Green et al. 1993). 

Por ejemplo, el tratamiento crónico o la inyección intraestriatal de la toxina mitocondrial 

ácido 3-nitropropiónico (3-NP) produce una lesión en el estriado de la rata con un patrón 
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histoquímico comparable al producido por la inyección de AMPA o KA (Beal et al. 

1993a; Brouillet et al., 1995, 1999). El 3-NP es una toxina que inhibe a la enzima 

deshidrogenasa de ácido succínico (SDH, por sus siglas en inglés), la cual forma parte 

del ciclo de Krebs y del complejo II de la cadena de electrones (Coles et al., 1979). 

Estas observaciones se extendieron con modelos que mostraron que la 

neurodegeneración inducida por el 3-NP es de tipo excitotóxica ya que se previene 

cuando se utilizan antagonistas del receptor NMDA o cuando se remueven las 

aferencias glutamatérgicas que llegan al estriado de la rata (Beal et al., 1993a, b; Wüller 

et al., 1994, Greene et al., 1993; Henshaw et al., 1994). Observaciones similares se han 

descrito con otros inhibidores metabólicos como el MPP+ (inhibidor del complejo I 

mitocondrial), el cual se utiliza para generar modelos animales de la enfermedad de 

Parkinson (Storey et al. 1992). 

Los mecanismos por los cuales la deficiencia metabólica incrementa la 

vulnerabilidad neuronal a concentraciones subtóxicas de glutamato han sido objeto de 

estudio (Green y Greenamyre, 1996; Henneberry, 1997). Se sabe que si existe una 

deficiencia energética, asociada a la disminución de los niveles de ATP, la ATPasa de 

Na+/K+ disminuye su actividad (Fig. 3.6), lo que origina un desequilibrio iónico y como 

consecuencia la despolarización de la membrana (Silver et al., 1997). A su vez, el 

estado despolarizado de la membrana facilita la activación del receptor NMDA, ya que 

el ión Mg2+ que se encuentra bloqueando el canal se libera de manera dependiente del 

voltaje. Una vez que el Mg2+ se ha liberado, la activación del receptor NMDA puede 

darse de manera continua incluso en presencia de concentraciones fisiológicas de 

glutamato extracelular (Novelli et al., 1988; Cox et al. 1989; Zeevalk y Nicklas, 1992). 

De esta manera, el proceso de muerte excitotóxica también puede iniciarse si la célula 

tiene su metabolismo energético disminuido ó inhibido ya que, la probabilidad de que 

el receptor NMDA se active es mayor en estas condiciones (Novelli et al., 1988; Cox et 

al. 1989; Zeevalk y Nicklas, 1992). 
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La mitocondria y su papel como determinante de la muerte celular.  

La principal función de la mitocondria es la producción de ATP, ésta genera el 

95% del ATP que consume una célula (Darley-Usmar et al., 1987). La mitocondria 

también lleva a cabo otras funciones como la síntesis de hormonas esteroideas, el 

ciclo de la urea, el catabolismo de aminoácidos; así como el amortiguamiento del Ca2+ 

intracelular, la producción de ERO y participa en procesos de muerte celular (Zorov et 

al., 1997; Gunter y Gunter, 2001). La membrana externa de la mitocondria es 

permeable a iones y moléculas no mayores a 1000Da, mientras que su membrana 

interna es impermeable a éstos (Crompton, 1999). Por esta razón, existen 

transportadores necesarios para el buen funcionamiento de la mitocondria; en el caso 

de la captura de Ca2+, existe un uniportador que trabaja de manera independiente de 

ATP pero que depende del ΔΨm (Pozzan y Rizzuto, 2000; Bianchi et al., 2004). 

Cuando la concentración de Ca2+ en el citosol aumenta por arriba de 300nM, la 

mitocondria inicia la captura de Ca2+, en ciertas células las mitocondrias inician esta 

captura solo si la concentración de Ca2+ aumenta a 1µm (Gunter y Gunter, 2001; 

Jacobson y Duchen, 2004). Una vez dentro de la mitocondria el Ca2+ favorece el 

metabolismo mitocondrial, estimula la producción de NADH y ATP e induce el 

consumo de oxígeno (Hajnockzy et al., 1995; Jouaville et al., 1999; Pozzan y Rizzuto, 

2000). Asimismo, favorece la actividad de algunas deshidrogenasas mitocondriales 

como la piruvato deshidrogenasa, la isocitrato deshidrogenasa y la α-cetoglutarato 

deshidrogenasa (Jouaville et al., 1999; Campanella et al., 2004; Bianchi et al., 2004). 

La salida de Ca2+ de la mitocondria hacia el citosol se da a través de intercambiadores 

de Na+/Ca2+ y Ca2+/H+ (Bernardi, 1999; Campanella et al., 2004); un segundo 

mecanismo de liberación de Ca2+ por la mitocondria involucra un complejo de 

proteínas de las membranas interna y externa de la mitocondria que recibe el nombre 

de poro de transición de la permeabilidad mitocondrial (conocido como mPTP, por sus 

siglas en inglés; Crompton, 1999; Pozzan y Rizzuto, 2000; Kim et al., 2003a). 
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Actualmente, la apertura del mPTP se asocia con la acumulación de Ca2+ dentro de la 

mitocondria, situación que ocurre en varias patologías (Crompton, 1999). Dada la 

capacidad de la mitocondria por capturar Ca2+ citosólico, ésta se considera un 

componente importante de la homeostasis de Ca2+ intracelular (Hernández-Fonseca et 

al., 2007). No obstante, un aumento excesivo de Ca2+ en el interior mitocondrial 

produce su hinchamiento y daño, lo cual inicia un proceso de muerte celular (Vergun et 

al., 1999). Asimismo, el daño mitocondrial se asocia con la pérdida del ΔΨm (Nicholls y 

Ward, 2000) y de la capacidad de síntesis de ATP (Khodorov et al., 1996b; Schinder et 

al., 1996), con la liberación de Ca2+ y otros factores pro-apoptóticos hacia el 

citoplasma (Brustovetsky et al., 2002; Kim et al, 2003a, b; van Gurp et al, 2003), con la 

sobreproducción de ERO y con un aumento en la probabilidad de apertura del poro 

mPTP (Dugan et al., 1995; Keelan et al., 1999; Ward et al., 2000; Alano et al., 2002). 

La producción de ERO por la mitocondria involucra a los componentes de la cadena 

de electrones (McLennan y Esposti, 2000). Las principales especies reactivas de 

oxígeno producidas por la mitocondria son el anión superóxido y el peróxido de 

hidrógeno (Turrens, 2003; Rego et al., 2003; Adam-Vizi, 2005; Duan et al., 2007).  

Por otro lado, la mitocondria, además de su papel en el metabolismo 

energético, también puede controlar el inicio y desarrollo de la muerte celular 

apoptótica o necrótica (Campanella et al., 2004). Se sabe que, en ocasiones, cuando 

hay daño mitocondrial ocurre un fenómeno en el que la permeabilidad de la membrana 

externa de la mitocondria incrementa, lo que permite la liberación de moléculas que 

generalmente residen en el espacio intermembranal (Brustovetsky et al., 2002; Kim et 

al, 2003a, b; van Gurp et al, 2003). Entre las moléculas que se liberan de la 

mitocondria están: 1) el citocromo c, el cual es necesario para la activación de la 

caspasa 9 (Liu et al., 1996); 2) el factor inductor de la apoptosis, que es una 

flavoproteína que, al ser liberada, se trasloca al núcleo e induce condensación nuclear 

(Daugas et al., 2000); 3) las proteínas Smac/Diablo, las cuales son proteínas pro-

apoptóticas; y 4) la endonucleasa G, la cual es una endonucleasa mitocondrial que al 
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traslocarse al núcleo participa en la condensación y fragmentación de éste (van Gurp 

et al., 2003). No hay que olvidar que el daño mitocondrial también está asociado con la 

liberación del Ca2+ mitocondrial, el cual, además de lo revisado anteriormente, puede 

contribuir a la activación de la proteasa llamada calpaína (Jing et al., 2008). Aunque la 

vía de liberación de estas moléculas no se conoce con exactitud, se propone que 

éstas pasan a través del mPTP (Friberg et al., 1998; Kim et al, 2003a). La apertura de 

este poro puede ser consecuencia del aumento de Ca2+ en la mitocondria (Panov et 

al., 2005), un exceso en las ERO (Chalmers y Nicholls, 2003), condiciones que 

disminuyan el ΔΨm (Li et al., 2000). El mPTP se ha asociado con la toxicidad mediada 

por glutamato después de periodos de isquemia/reperfusión y por la activación del 

receptor NMDA (Friberg et al., 1998; Budd et al., 2000; Li et al., 2000; Alano et al., 

2002). 

Actualmente se reconoce que durante el proceso excitotóxico el daño 

mitocondrial es un factor importante (Schinder et al, 1996; White y Reynolds, 1996b; 

Nichols et al, 1999; Ly et al, 2003) y que una de las principales consecuencias de esta 

disfunción mitocondrial es el aumento en la concentración de Ca2+ intracelular, lo que a 

su vez desencadenaría una serie de eventos que culminarían en la muerte celular 

(Budd y Nichols, 1996; Peng et al., 1998; Stout et al., 1998; Puka-Sundvall et al., 

2000b; Schild et al., 2003). El papel de la mitocondria en la muerte excitotóxica se ha 

corroborado con estudios que muestran que la inhibición mitocondrial, ya sea parcial o 

completa, facilita la toxicidad de glutamato (Sánchez-Carbente y Massieu, 1999; 

Massieu et al,. 2001; Del Río et al., 2007). Así mismo, en nuestro laboratorio hemos 

demostrado que si se administran substratos energéticos mitocondriales, como el 

piruvato, el acetoacetato y el β-hidroxibutirato, se reduce del daño excitotóxico 

(Massieu et al., 2001; García y Massieu, 2003; Massieu et al., 2003).  
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Glutamato y tipo de muerte celular. 

Queda claro que la activación continua de los receptores a glutamato induce 

daño mitocondrial con la consecuente muerte neuronal (Choi, 1987, 1988; Arundine y 

Tymiansky, 2003; Sattler et al, 1998). A pesar de que se conocen muchos de los 

mecanismos celulares que llevan a ella, aún existe un gran debate en cuanto al tipo de 

muerte que produce el glutamato ya que se ha observado que la muerte neuronal 

inducida por glutamato puede tener características tanto necróticas como apoptóticas 

(Dessi et al, 1993; Sohn et al, 1998; Kure et al, 1991; Bonfoco et al, 1995). La muerte 

celular suele clasificarse en dos tipos, la necrótica y la apoptótica, ambos tipos de 

muerte son diferenciados por sus características morfológicas y bioquímicas 

(McConkey, 1998). Estudios recientes han identificado un tercer tipo de muerte celular, 

la autofagia, el cual también podría estar involucrada en condiciones patológicas (Del 

Río y Massieu, 2007; Yasuo et al., 2008). La muerte necrótica generalmente es 

iniciada por un estímulo agudo; su principal característica es que la célula presenta 

hinchamiento generalizado, que incluye a los organelos, y ruptura de la membrana 

celular que trae como consecuencia la liberación de su contenido intracelular al 

espacio extracelular generando una respuesta inflamatoria (Edinger y Thompson, 

2004). En general, se considera que la muerte necrótica es un proceso desordenado 

donde los niveles de ATP disminuyen rápidamente y existe una producción exagerada 

de ERO (Wyllie et al, 1980; Arends y Wyllie, 1991). Por otro lado, la apoptosis es un 

proceso activo y organizado que está caracterizado por presentar condensación del 

citoplasma y reducción del volumen celular, acompañado de cambios en el núcleo y 

ruptura internucleosomal del material genético (Hengartner, 2000). Durante el proceso 

apoptótico no hay ruptura de la membrana celular y por lo tanto tampoco una 

respuesta inflamatoria (Arends y Wyllie, 1991). Los niveles de ATP disminuyen 

gradualmente y poca producción de ERO (McConkey, 1998). Durante el proceso 

apoptótico se activan una serie de enzimas llamadas caspasas (Hengartner, 2000; 

Denault y Salvensen, 2002), las cuales, son proteasas que rompen sus sustratos en 
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residuos de aspartato y se consideran las principales ejecutoras de la muerte 

apoptótica (Donepudi y Grütter, 2002; Denault y Salvensen, 2002). Al final del proceso 

apoptótico se da la formación de cuerpos apoptóticos, los cuales son eliminados de los 

tejidos por los macrófagos (Kerr et al., 1972; Lossi y Merighi, 2003). Algunos factores 

que determinan el fenotipo de muerte celular pueden ser: la duración e intensidad del 

estímulo tóxico, el grado de daño mitocondrial, los niveles energéticos, la cantidad de 

Ca2+ intracelular, y las diferentes proteasas activadas durante el proceso de muerte 

(Ankarcrona et al., 1995; Gwag et al., 1995; Bonfoco et al., 1995; Pang y Geddes, 

1997; Nasr et al., 2003). Con respecto a la muerte neuronal, se sabe que 

concentraciones bajas de glutamato generan un fenotipo de muerte apoptótico, 

mientras que concentraciones altas de glutamato generan un fenotipo necrótico 

(Bonfoco et al, 1995; Pang y Geddes, 1997). Finalmente, la gran variedad de 

proteasas que se activan durante los diferentes procesos de muerte celular también 

pueden determinar el fenotipo de ésta, como se ha mencionado anteriormente, la 

activación de las caspasas está relacionada con la muerte apoptótica, mientras que 

otras proteasas como la calpaína se relacionan con la muerte necrótica y la muerte 

autofágica (Del Río y Massieu, 2007). El primer artículo presentado en esta tesis 

revisa el papel que tienen las caspasas y la calpaína en el proceso de muerte 

excitotóxica. En éste se describen los tipos de muerte celular, las principales 

características de las caspasas y la calpaína, y se revisa el posible papel que tienen 

éstas en la muerte excitotóxica. Este artículo se publicó como capítulo en el libro “The 

Neurochemistry of Neuronal Death”. 
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ARTÍCULO 1 

 

“Caspase-3 and Calpain activation as key step of the cell death phenotype”  

Del Río P. y Massieu L. 2007 En: The Neurochemistry of Neuronal Death.  

Massieu L., Arias C. y Morán J., Eds. pp 51-66. 

 

 

 

 33



 34



 

 35



 

 36



 

 37



 

 38



 

 39



 

 40



 

 41



 

 42



 

 43



 

 44 44



 

 45 45



 

 46 46



 

 47 47



 

 48 48



 

 49 49



ANTECEDENTES Y PLANTEAMINETO DEL PROBLEMA 

Dada la importancia del estado energético celular en la toxicidad al glutamato, 

en nuestro laboratorio existe un interés especial en conocer los mecanismos celulares 

responsables de la facilitación de la muerte excitotóxica cuando hay una falla en el 

metabolismo energético. Se ha demostrado con anterioridad que el aumento de la 

concentración extracelular de glutamato, dada por la inhibición de su recaptura, no 

produce daño neuronal a menos que el metabolismo energético esté inhibido 

(Sánchez-Carbente y Massieu, 1999; Massieu et al., 2001) y se ha enfatizado la 

importancia del metabolismo mitocondrial en estas condiciones (Massieu et al., 2001; 

García y Massieu, 2003). Actualmente no se conoce con exactitud cómo es que la 

inhibición mitocondrial, previa a un estímulo excitotóxico, modifica la cascada de 

eventos iniciada por el glutamato. Mientras que la gran mayoría de estos estudios se 

han realizado en cultivos de neuronas, los estudios in vivo son escasos. Los reportes 

hechos en cultivos neuronales indican que la muerte neuronal mediada por glutamato, 

cuando existe una inhibición mitocondrial previa, esta asociada a un daño mitocondrial 

severo. Se ha demostrado in vitro que la co-exposición de un inhibidor del 

metabolismo mitocondrial (3-NP) y de un inhibidor de la recaptura de glutamato induce 

muerte neuronal excitotóxica (García y Massieu, 2001, 2003) asociada a una 

disminución rápida y severa de los niveles de ATP, a la pérdida del potencial de 

membrana mitocondrial, a la producción excesiva de ERO, y al aumento en la 

concentración de Ca2+ citosólico y mitocondrial (Pang y Geddes, 1997; García y 

Massieu, 2001, 2003; Nasr et al., 2003; García et al., 2005). Estas observaciones 

sugieren que en estas condiciones la muerte ocurre por un mecanismo principalmente 

necrótico (Pang y Geddes, 1997). 

En la actualidad se reconoce que los astrocitos tienen una comunicación 

estrecha con las neuronas a las que proveen de nutrientes y de un medio extracelular 

adecuado (Hertz et al., 1999; Newman, 2003). Dado que en los cultivos neuronales el 

componente astrocítico es reducido, desarrollamos un modelo experimental in vivo 
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para estudiar los mecanismos celulares que facilitan la muerte inducida por glutamato 

cuando existe una inhibición metabólica previa, condición que favorece la disfunción 

mitocondrial. El modelo utilizado consta de inhibir el metabolismo mitocondrial con la 

toxina 3-NP, la cual inhibe a la enzima deshidrogenasa del ácido succínico (SDH, por 

sus siglas en inglés), y posteriormente aplicar un estímulo excitotóxico moderado 

como lo es la inyección intraestriatal de una dosis subtóxica de glutamato. Con este 

modelo quisimos conocer cómo se afectan los niveles de ATP después de un estímulo 

excitotóxico en el estriado de ratas tratadas previamente con 3-NP. De manera 

diferente a lo que se había demostrado en los reportes en cultivos neuronales, 

nosotros observamos que los niveles de ATP no disminuyen drásticamente. De 

manera interesante, se observó que los niveles de ATP no disminuyen más del 35 % 

de los niveles control, a pesar de que en estas condiciones hay una lesión importante 

en el estriado de la rata (ver apéndice). Los resultados de este artículo nos sugirieron 

que otros factores, distintos a los niveles energéticos de la célula, pueden contribuir a 

la facilitación de la muerte inducida por glutamato en condiciones de inhibición 

mitocondrial. Es posible que dicha facilitación esté mediada ya sea por una mayor 

activación de ambos tipos de proteasas (calpaínas y caspasa-3), ó por la activación 

preferencial de alguna de ellas. Por un lado, dado que los niveles energéticos no 

disminuyen drásticamente aún en presencia del inhibidor mitocondrial, es posible la 

activación de caspasas. Por otro lado, es posible que el daño mitocondrial favorezca la 

pérdida del la homeostasis de calcio intracelular, contribuyendo a la activación de la 

calpaína.  
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HIPOTESIS 

La toxicidad del glutamato in vivo podrá estar relacionada con la activación de 

calpaínas y de caspasa-3. La exacerbación de la muerte neuronal inducida por 

glutamato durante la inhibición mitocondrial, estará relacionada con una mayor 

activación de ambas proteasas. 

Los receptores ionotrópicos a glutamato participarán en la activación de estas 

proteasas y en el daño inducido por glutamato. 

 

 

OBJETIVO GENERAL 

El objetivo principal de este proyecto es determinar la participación de la 

caspasa-3 y de la calpaína en el daño excitotóxico inducido en ausencia y presencia 

de una inhibición mitocondrial previa.  

Además, se quiere conocer el papel de la activación de los diferentes 

receptores glutamatérgicos de tipo ionotrópico en la activación de proteasas, y en la 

consecuente muerte neuronal. 
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MATERIALES Y MÉTODOS  

Todos los experimentos presentados en esta tesis se realizaron en ratas de la cepa 

Wistar de 250 a 300g de peso, las cuales se mantuvieron en condiciones controladas de 

temperatura y con un ciclo de luz-oscuridad de 12 h. Los animales tuvieron agua y 

alimento ad libitum. Los métodos están descritos detalladamente en los artículos 

presentados en los antecedentes y en la sección de resultados.  

 

Modelos experimentales 

En la presente tesis se muestran los resultados obtenidos en dos modelos 

experimentales de muerte excitotóxica producida por glutamato en el estriado de ratas 

(Fig.4). Dada la importancia del estado energético celular, el primer modelo de muerte 

excitotóxica combina la inhibición parcial del metabolismo mitocondrial, inducida por una 

dosis subtóxica de la toxina 3-NP, en conjunto con la inyección intraestriatal de una 

dosis de glutamato que, inyectado en el estriado de ratas intactas, produce una lesión 

similar a la producida con la inyección de su vehículo (500 nmolas totales; Del Río et al., 

2007). Con este modelo se quiere enfatizar la importancia del estado energético celular 

en la facilitación de la muerte celular por glutamato, ya que, cuando se combinan los dos 

factores se observa un incremento significativo en el volumen de la lesión generado por 

la inyección intraestriatal de glutamato (Del Río et al., 2007). Para este primer modelo 

las ratas se inyectaron intraperitonealmente (i.p.) con el 3-NP durante dos días (15 

mg/kg/día); la segunda inyección 24 h después de la primera. Después de 4 h de la 

segunda inyección de 3-NP, las ratas recibieron una inyección intraestriatal de 

glutamato (500 nmolas en un µl). Los resultados obtenidos de este modelo, se 

presentan en el tercer artículo titulado “Mild mitochondrial inhibition in vivo enhances 

glutamate-induced neuronal damage through calpain but not caspase activation: role of 

ionotropic glutamate receptors”, el cual fue aceptado para su publicación en la revista 

Experimental Neurology. 
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El segundo modelo experimental de daño excitotóxico se indujo mediante la inyección 

intraestriatal de una dosis tóxica de glutamato (2 µmolas en un µl), en el estriado de ratas 

intactas. En este modelo se quiere enfatizar la toxicidad del glutamato sin la influencia de 

una disfunción mitocondrial previa. Los resultados concernientes a este modelo se 

presentan en el cuarto artículo de esta tesis, el cual se titula “Contribution of NMDA and 

non-NMDA receptors to in vivo glutamate-induced calpain activation in the rat striatum. 

Relation to neuronal damage”, y se publicó en la revista Neurochemical Research. 

 

Figura 4. Esquema de los modelos experimentales utilizados en esta tesis. Éstos 

son modelos in vivo utilizando ratas de la cepa Wistar. El primer modelo combina 

el tratamiento con 2 inyecciones del inhibidor mitocondrial 3-NP (dosis que inhibe a 

la SDH pero que no genera daño en el estriado) y una inyección intraestriatal de 

una dosis subtóxica de glutamato (inyectado 4 horas después de la última 

inyección de 3-NP). El segundo modelo consta de una inyección intraestriatal de 

una dosis tóxica de glutamato en ratas intactas. Diferentes grupos de ratas fueron 

sacrificadas a diferentes tiempos después de la inyección de glutamato o de 3-NP 

(en el caso del primer modelo). Los cerebros de las ratas fueron procesados para 

evaluar el daño neuronal y la activación de la caspasa-3 o de la calpaína.  
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Inyecciones intraestriatales de glutamato 

Las inyecciones intraestriatales de glutamato se realizaron en ratas 

anestesiadas con halotano. Para esto, las ratas se montaron en un aparato 

estereotáxico y se fijaron de los espacios interaurales con la barra dental en la 

posición -3.3. Las coordenadas utilizadas fueron: anteroposterior: + 0.7, lateral: + 2.8 y 

vertical: -4; de acuerdo al atlas de Paxinos y Watson (1986). Dichas coordenadas 

permiten inyectar el glutamato directamente al estriado de la rata. Como grupo control, 

algunas ratas fueron inyectadas con solución salina en lugar de glutamato. Los 

cerebros de las ratas fueron procesados para evaluar el daño inducido por la inyección 

de glutamato o para evaluar la activación de la caspasa-3 y la calpaína. Para esto, se 

sacrificaron diferentes grupos de ratas a diferentes tiempos después de la inyección de 

glutamato (2, 4, 7, 12, 18 y 24 h). 

 

Tratamientos con antagonistas glutamatérgicos e inhibidor de la calpaína 

Para conocer el papel que tienen los receptores glutamatérgicos de tipo 

ionotrópico en la inducción de la lesión excitotóxica así como su importancia en la 

activación de la calpaína, las ratas fueron tratadas con antagonistas glutamatérgicos. 

Un grupo de ratas se inyectó vía i.p. con un antagonista del receptor a NMDA, el (+)-5-

methyl-10,11-dihydroxy-5-dibenzo(a,d)cycloheptene-5,10-imine maleate (MK-801). Un 

segundo grupo de ratas fue inyectado con 2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoyl-

benzo[f]quinoxaline-2,3-dione (NBQX), que es un antagonista de receptores de tipo 

no-NMDA. Un tercer grupo de ratas se pre-trató con ambos antagonistas. Los 

esquemas de inyección de estos antagonistas se basaron en reportes previos de 

nuestro laboratorio en los que se ha demostrado que dichos antagonistas protegen 

contra el daño neuronal en otros modelos de muerte excitotóxica in vivo (Massieu y 

Tapia, 1994; Massieu et al., 2001; Montiel et al., 2005; Camacho, et al., 2006). Un 

grupo independiente de ratas se trató con el inhibidor de la calpaína, el MDL-28170, el 

cual es un inhibidor potente de la calpaína que penetra rápidamente al cerebro 
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después de ser inyectado sistémicamente (Markgraff, 1998). Se sabe que este 

inhibidor penetra en el cerebro desde la media hora después de su administración 

sistémica y es capaz de inhibir significativamente a la calpaína (Markgraff, 1998). Los 

esquemas de inyección de los antagonistas glutamatérgicos y del inhibidor de la 

calpaína se describen en detalle en los artículos incluidos en los resultados. 

 

Cuantificación del volumen de la lesión. 

Para cuantificar el volumen de lesión producido por el glutamato, las ratas fueron 

sacrificadas 24 h después de la inyección intraestriatal de éste y se realizaron cortes 

coronales (40 µm) a nivel del estriado, los cuales fueron procesados para hacer tinción 

con violeta de cresilo. Para cuantificar el volumen de lesión los cortes fueron analizados 

en un microscopio óptico, el área lesionada se observa como una zona pálida debida al 

encogimiento ó desaparición de las células, y por lo tanto a la ausencia de tinción con el 

violeta de cresilo. Para hacer el cálculo del volumen de lesión, el área lesionada se 

delineó manualmente y se cuantificó con la ayuda de una cámara acoplada a un sistema 

de análisis de imágenes (NIH para Macintosh versión 1.6). El volumen de lesión se 

calculó haciendo la sumatoria del área lesionada (mm2) en cada corte por el grosor (0.04 

mm) en todos los cortes donde se observó lesión. 

 

Determinación de la actividad y presencia de la caspasa-3 activa. 

Para conocer si la caspasa-3 se activa después de un estímulo excitotóxico se 

utilizaron dos metodologías distintas. La primera es un método fluorométrico en el cual se 

utiliza un sustrato específico para la caspasa-3 que está acoplado a un fluoróforo (metil 

cumarina). Cuando la caspasa-3 activa corta este sustrato se emite fluorescencia, la cual 

se detecta con un espectrofluorómetro (Massieu et al., 2004). La segunda metodología 

detecta la presencia del fragmento activo de la caspasa 3 mediante la utlización de un 

anticuerpo policlonal que reconoce tanto al precursor (32 KDa) como al fragmento activo 
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de ésta (20 ó 10 KDa). La presencia del fragmento activo es indicativa de que la caspasa-

3 ha sido cortada y por lo tanto activada (Massieu et al., 2004).  

 

Determinación de la presencia de calpaína activa 

La activación de la calpaína se determinó mediante inmunoblot utilizando un 

anticuerpo monoclonal que reconoce a la α-espectrina y a los productos de su 

rompimiento. La α-espectrina es un componente del citoesqueleto que es sustrato tanto 

de la μ/m-calpaína como de la caspasa-3. Cuando la calpaína rompe a la α-espectrina 

se producen fragmentos de 145 y 150 KDa, mientras que la caspasa-3 produce 

fragmentos de 120 y 150 KDa (Nasr et al, 2003). Estos fragmentos son reconocidos por 

el anticuerpo utilizado, y mediante el reconocimiento del peso molecular de los 

diferentes fragmentos se puede distinguir entre la actividad de ambas proteasas.  

 

Estadística 

Los resultados fueron analizados con una prueba de ANOVA de comparación 

múltiple seguida de una prueba de comparación múltiple de Fisher, utilizando el 

programa de estadística Statview 4.5. Todos los resultados se presentan como 

promedios ± error estándar. 
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DISCUSIÓN  
 

Dada la importancia de la muerte neuronal excitotóxica en la progresión de 

algunas enfermedades neurodegenerativas crónicas, así como en el daño cerebral 

resultante de accidentes vasculares y periodos isquémicos, ésta ha sido objeto de 

gran interés. El hecho de que la muerte neuronal excitotóxica presente características 

morfológicas tanto necróticas como apoptóticas hace necesario investigar los posibles 

mecanismos moleculares que la gobiernan. El conocimiento de los eventos celulares 

que llevan a la muerte celular, más que evitar el daño desde su inicio, puede permitir el 

desarrollo de estrategias alternas para poder interrumpirla o retrasarla. A pesar de que 

se conocen algunos de los eventos de la cascada excitotóxica (Frasden, 1989; Shinder 

et al., 1996; Sapolsky, 2001; Schubert y Piasecki, 2001), todavía existe controversia en 

cuanto a la señalización intracelular responsable del fenotipo de la muerte en 

condiciones de deficiencia energética (Bonfoco et al., 1995; Ankarcrona et al., 1995; 

Portera-Caillau et al., 1997; Galas et al., 2004). Existen varios reportes acerca de la 

activación de la caspasa-3 y de la calpaína después de un estímulo excitotóxico; sin 

embargo, su papel en ésta aún no queda claro posiblemente debido a la gran variedad 

de modelos y de estímulos excitotóxicos existentes (Siman y Nozeck, 1988; Siman et 

al., 1989; Tenneti y Lipton, 2000; Bretch et al., 2001; Zhang et al., 2002; Benchoua et 

al., 2001; Ferrer et al. 2003; Paucaurd et al., 2004). Por un lado, la mayor parte de los 

trabajos se han realizado con agonistas selectivos de los receptores glutamatérgicos 

(Siman y Nozeck, 1988; Tenneti y Lipton, 2000; Jourdi et al., 2005; Yuen et al., 2007a), 

mientras que los estudios in vivo que utilizan glutamato son escasos (Benchoua et al., 

2001, Tomioka et al. 2002). Dado que los agonistas glutamatérgicos son mucho más 

tóxicos que el glutamato (Obrenovitch et al., 1994), nosotros decidimos utilizar el 

glutamato como estímulo tóxico, pues es el neurotransmisor endógeno. Por otro lado, 

se ha visto que los estudios in vitro difieren de los resultados mostrados in vivo (Pang 

y Geddes, 1997; Garcia y Massieu, 2003; Del Río et al., 2007). Estos últimos son 

principalmente estudios que evalúan los mecanismos de muerte neuronal después de 
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periodos isquémicos (Zhang et al., 2002; Davoli et al., 2002; Ferrer et al., 2003; Yokota 

et al., 2003; Kambe et al., 2005; Gascón et al., 2008). La diferencia entre los estudios 

in vivo e in vitro puede radicar en la interacción entre los diferentes tipos celulares 

presentes en el tejido, situación más limitada en los cultivos neuronales; 

aparentemente la interacción entre astrocitos y neuronas influye en los mecanismos de 

muerte celular y se piensa que los astrocitos tienen un papel protector ante estímulos 

excitotóxicos (Ohgoh et al., 2000; Newman, 2003). Por otra parte, a pesar de que los 

astrocitos son más resistentes a la toxicidad del glutamato, sí son susceptibles a ésta 

(Sas et al., 1993; Zhao et al., 2000). La importancia de los modelos presentados en 

esta tesis radica en que son estudios in vivo realizados en el estriado de ratas, y a que 

el estímulo excitotóxico utilizado es el ligando endógeno, el glutamato. En la presente 

tesis, se utilizaron dos modelos de muerte excitotóxica in vivo, uno involucra la 

inhibición mitocondrial previa a la administración del glutamato, y el segundo, la 

inyección intraestriatal de una dosis tóxica de glutamato. Se utilizó la dosis de 2 

µmolas de glutamato, ya que hemos demostrado con anterioridad que para producir 

daño con dosis de glutamato mas bajas, se necesita combinar su administración con la 

inhibición metabólica (Mejía-Toiber et al., 2006; Del Río et al., 2007). Estudios previos 

sugirieron que para producir lesiones administrando únicamente glutamato es 

necesario utilizar dosis mayores a 1 µmola (Mejía-Toiber et al., 2006; Del Río et al., 

2007).  

 
El daño inducido por glutamato no involucra la activación de la caspasa-3  

Las caspasas son proteasas involucradas con los procesos de muerte celular 

durante el desarrollo del SNC y se les considera como los principales ejecutores de la 

muerte apoptótica (Donepudi y Grütter, 2002; Denault y Salvensen, 2002). Éstas se 

dividen en iniciadoras y efectoras y su activación puede ser influenciada por la 

mitocondria (Liu et al., 1996; Del Río et al., 2007) o por receptores membranales 

(Ashkenazi y Dixit, 1998; Del Río et al., 2007); en esta tesis decidimos evaluar la 
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activación de la caspasa-3, la cual es una caspasa efectora (Denault y Salvensen, 

2002; Rield y Shi, 2004). A pesar de que se ha demostrado la activación de esta 

proteasa después de un estímulo excitotóxico tanto in vitro (Bonfoco et al., 1995; 

Tenneti y Lipton, 2000; Bretch et al., 2001) como in vivo (Zhang et al., 2002; Benchoua 

et al., 2001; Paucaurd et al., 2004), nosotros no observamos su activación después de 

la inyección de glutamato, a pesar de observar una lesión evidente en ambos modelos 

de excitotoxicidad in vivo (Fig. 1, artículo3; Fig. 1, artículo 4). La activación de las 

caspasas está altamente regulada y se han planteado varias formas en que las 

células, incluyendo las del SNC, regulan su activación (Nicotera et al., 2000; Davoli, et 

al., 2002; Ferrer et al., 2003; De Ridder et al., 2006). Por ejemplo, se conoce que la 

activación de la caspasa-9, como consecuencia de la actividad de la caspasa-3, es 

dependiente de energía (Nicotera et al., 2000). Nosotros hemos demostrado con 

anterioridad que los niveles de ATP in vivo no disminuyen más del 35 % en las ratas 

tratadas con 3-NP más glutamato, a pesar de observar una lesión evidente en el 

estriado de las ratas (Del Río et al., 2007). Por esta razón suponemos que la 

concentración de ATP no es un factor limitante para la activación de la caspasa-3 en 

nuestras condiciones. La activación de la caspasa-3 también se ha relacionado con la 

severidad del estímulo tóxico (De Ridder et al., 2006). Aparentemente esta proteasa se 

activa cuando el estímulo tóxico es moderado (Bonfoco et al, 1995; Pang y Geddes, 

1997; Davoli, et al., 2002; Ferrer et al., 2003; DeRidder et al., 2006). Se ha visto que 

en la isquemia cerebral la caspasa-3 se activa sólo en el área de penumbra (región del 

cerebro donde el flujo sanguíneo se reduce parcialmente y que se considera la región 

rescatable del daño isquémico) y no en el centro isquémico (región donde el flujo 

sanguíneo disminuye en su totalidad y el daño neuronal es severo e irreversible; 

Davoli, et al., 2002; Ferrer et al., 2003). En concordancia, el fenotipo de muerte 

neuronal también depende de la severidad del estímulo tóxico, se considera que la 

apoptosis está relacionada con periodos cortos de isquemia cerebral (Endres et al., 

1998) y con el daño neuronal que ocurre en la zona de penumbra isquémica (Ferrer et 
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al., 2003); mientras que la muerte celular necrótica se asocia con el centro isquémico 

(Benchoua et al., 2001; Ferrer et al., 2003). Dado que nosotros utilizamos métodos 

bioquímicos que involucran el homogenado del estriado completo, no descartamos 

que existan células en el borde de la lesión en las que se active la caspasa-3. Por ello 

sugerimos que estudios de inmunohistoquímica podrían responder esta pregunta. Por 

otro lado, la activación de las caspasas ha sido considerada por algunos autores como 

dependiente del tipo neuronal (Bizat et al., 2003a; Galas et al., 2004). Estos estudios 

sugieren que los mecanismos de ejecución de la muerte de las neuronas estriatales 

difieren de los mecanismos ejecutados por neuronas corticales ante el mismo estímulo 

excitotóxico, demostrando que las caspasa-3 se activa fácilmente en las neuronas 

corticales y no en las estriatales (Bizat et al., 2003a; Galas et al., 2004). Aunado a 

esto, existen varios reportes que sugieren que en el cerebro de ratas adultas, los 

mecanismos de muerte neuronal son independientes de caspasas, siendo éstas más 

importantes en eventos que ocurren durante el desarrollo o en los primeros días 

después del nacimiento (Takano et al., 2005; Zhu et al., 2005). Se ha demostrado que 

la cantidad de proteína precursora de la caspasa-3 (32 kDa) disminuye en ratas 

adultas y como consecuencia no se observa su activación después de un periodo de 

hipoxia-isquemia (Zhu et al., 2005). Otros factores relacionados con la activación de la 

caspasa-3, como BAX y APAF-1, también disminuyen con la edad, haciendo más 

difícil la activación de esta proteasa después de un estímulo tóxico (Vekrellis et al., 

1997; Yakovlev et al., 2001; Stoka et al., 2006). Los cambios en la expresión de estos 

factores en ciertas poblaciones neuronales pueden estar relacionados con la 

incapacidad del estriado de rata adulta para activar a la caspasa-3 después de ciertos 

estímulos tóxicos.  

 

El daño inducido por glutamato es dependiente de la activación de la calpaína  

La falta de activación de la caspasa-3, así como estudios donde se muestra la 

co-existencia de características necróticas y apoptóticas en las mismas regiones 
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cerebrales después de un estímulo excitotóxico (Benchoua et al., 2001; Tomioka et al., 

2002; Galas et al., 2004), hace pensar en la participación de otras proteasas en los 

procesos de muerte excitotóxica. Otra proteasa involucrada en la muerte celular es la 

calpaína, la cual se puede activar con pequeños cambios en la concentración 

intracelular de Ca2+, pues es muy sensible a los cambios en la concentración de este 

ión (Czogalla y Sikorski, 2005). La calpaína se considera una de las principales 

proteasas activadas por Ca2+ en el SNC (Saido et al., 1993; Wang, 2000). Dado que, 

durante la excitotoxicidad hay una falla en la homeostasis del Ca2+, decidimos estudiar 

la activación de esta proteasa y su relación con la muerte neuronal in vivo.  

En esta tesis se muestra que la calpaína se puede activar sin necesidad de 

asociarse al daño mediado por glutamato (Fig. 1C y E, artículo 3). Demostramos la 

activación de la calpaína después de la inyección intraestriatal de una dosis subtóxica 

de glutamato (500 nmolas en ratas intactas), la cual no genera daño mayor a la 

producida por la inyección de salina. Los residuos de espectrina generados por la 

activación de la calpaína (145/150 kDa) se observaron a partir de las dos horas y 

hasta las 24 horas después de la inyección de glutamato (Fig. 1C y E, artículo 3). Los 

residuos de espectrina derivados del corte por la calpaína son muy estables 

(Vanderklish y Bahr, 2000; Czogalla y Sikorski, 2005), razón por la cual seguimos 

detectando los fragmentos 24 horas después de la inyección de glutamato. 

Desconocemos si la activación de la calpaína es transitoria o sostenida, un ensayo 

que permita determinar directamente si la calpaína se encuentra activa en los 

homogenados obtenidos del estriado de las ratas, a diferentes tiempos después de la 

inyección de glutamato, podría resolver esta pregunta. No conocemos las 

consecuencias funcionales de esta activación moderada de la calpaína pero la 

actividad fisiológica de esta proteasa se ha asociado con procesos de potenciación de 

largo plazo (LTP, por sus siglas en inglés) (Lynch y Baudry, 1987), remodelación 

sináptica (Vanderklish et al., 1995) y transcripción de genes (Liu et al., 2008). También 

se sugiere que la activación moderada de la calpaína puede modular la 
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neurotransmisión glutamatérgica, ya que al cortar al receptor a AMPA induce su 

internalización y de esta manera evita la sobre-activación de las neuronas (Yuen et al., 

2007b). 

Otra observación importante de esta tesis es que el daño inducido sólo por 

glutamato (2 μmolas, sin inhibición mitocondrial previa) se asocia con una fuerte 

activación de la calpaína y no de la caspasa-3 (Fig. 1, artículo 4). Diversos estudios 

han mostrado que la calpaína se activa rápidamente después de la exposición a 

agonistas glutamatérgicos y que su activación es proporcional al número de receptores 

activados (del Cerro et al., 1994; Bahr et al., 1995; Vanderklish et al., 1995). Los 

resultados mostrados en esta tesis apoyan estos estudios pues mostramos que la 

inyección de 2 µmolas de glutamato produce una lesión extensa en el estriado de ratas 

intactas, mientras que la lesión generada por la inyección de 500 nmolas es similar a 

la que produce la inyección de su vehículo. En concordancia con la severidad de la 

lesión, se demostró que la inyección de 2 µmolas de glutamato produce bandas de 

145/150 kDa de mayor intensidad que las generadas por la inyección de 500 nmolas 

de glutamato, lo cual confirma los datos observados en otros reportes que asocian la 

activación patológica de la calpaína con la severidad del estímulo tóxico (Siman et al., 

1989; Manev et al., 1991; Saido et al., 1993; Roberts-Lewis et al., 1994; Bahr et al., 

1995; De Ridder et al., 2006). La cuantificación de la actividad de la calpaína se hace 

necesaria para determinar si esta proteasa permanece activa por periodos largos de 

tiempo y para definir si el daño celular observado se debe más a su activación 

prolongada o solo a la fuerte activación de esta proteasa. La activación de esta 

proteasa como parte de un proceso excitotóxico in vivo, evidencia que durante éste 

existe un aumento en la concentración de Ca2+ intracelular. Actualmente se acepta que 

la sobre-activación de los receptores glutamatérgicos genera una sobrecarga de Ca2+ 

como un factor importante en la excitotoxicidad (Peng y Greenamyre, 1998; Peng et 

al., 1998; Alano et al., 2002). Diversos estudios han relacionado a la calpaína con el 

daño inducido por el tratamiento o inyección de agonistas glutamatérgicos (Takano et 

 84



al., 2005). En nuestro caso, nosotros analizamos la activación de la calpaína después 

de la administración del ligando endógeno de los receptores glutamatérgicos y 

evaluamos la participación de los receptores ionotrópicos en la activación de esta 

proteasa, así como su relación con la producción del daño celular. Observamos que, si 

el estímulo de glutamato es severo (2 µmolas), los receptores a NMDA son más 

importantes en la inducción de la lesión que los no-NMDA (Fig. 3 y 4, artículo 4), pero 

no así en la activación de la calpaína (Fig. 2, artículo 4). Mostramos también que los 

receptores no-NMDA son importantes para la activación de la calpaína, sin embargo, 

su inhibición no previene del daño producido por una dosis tóxica de glutamato. 

Aunque los receptores a AMPA y KA tienen una conductancia preferente por cationes 

monovalentes, el glutamato puede inducir eventos dependientes de Ca2+ a través de 

receptores no-NMDA, si estos son permeables a Ca2+ (Araujo et al., 2004; Beart et al., 

2007). Dado que, al utilizar los antagonistas glutamatérgicos, no se previno totalmente 

el daño ni la activación de la calpaína no descartamos que otros mecanismos 

independientes de los receptores ionotrópicos estén contribuyendo al daño inducido 

por un estímulo glutamatérgico severo. La toxicidad del glutamato en estas 

condiciones también puede deberse a la inhibición de la captura de cisteína, la cual 

ocurre por un transportador que también reconoce al glutamato, y que está asociada a 

procesos de estrés oxidativo (Murphy et al., 1990; Schubert y Piasecki, 2001). Por otra 

parte, la liberación de Ca2+ de pozas intracelulares (Lei et al., 1992; Khodorov et al., 

1996a, 2002) o el influjo de este ión a través de canales de Ca2+ dependientes de 

voltaje (Walter y De Waard, 1998) pueden contribuir a la activación de otros procesos 

como la activación de lipasas y fosfatasas (Dawson et al., 1992; Schulz et al., 1995b; 

Gunasekar et al., 1995; Hongpaisan et al., 2004), la liberación de factores pro-

apoptóticos independientes de caspasas (Boehning et al., 2003; Beart et al., 2007), y 

el daño oxidativo, (Lo et al., 2003; Ouyang et al., 2007).  
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La inhibición mitocondrial previa al estímulo glutamatérgico subtóxico exacerba 

el tamaño de la lesión a través de un mecanismo dependiente de la activación de 

la calpaína. 

Conociendo que el daño asociado con el glutamato es dependiente de la 

actividad de la calpaína y no de la caspasa-3, quisimos saber si la inhibición 

mitocondrial previa al estímulo glutamatérgico modifica la activación de éstas. Para 

esto utilizamos un modelo animal donde primero se inhibe el metabolismo mitocondrial 

con la toxina 3-NP y después se induce el estímulo excitotóxico. El 3-NP es una toxina 

mitocondrial que inhibe a la enzima succinato deshidrogenasa (SDH) y por lo tanto el 

ciclo de Krebs y el complejo II de la cadena de electrones. El tratamiento crónico con 

el 3-NP se ha utilizado para generar modelos animales de la enfermedad de 

Huntington (Brouillet et al., 1999) ya que, como se mencionó en la introducción, su 

tratamiento crónico (50 mg/kg por día por más de 7 días) produce un patrón 

histopatológico similar al de pacientes con esta enfermedad (Beal, 1994; Brouillet et 

al., 1995). Se sugiere que la toxicidad de este inhibidor es a través de un mecanismo 

excitotóxico (Beal et al., 1993b; Kim et al., 2000; Lee et al., 2002a, b), y se ha asociado 

a la disminución severa de los niveles de ATP (Ludolph et al., 1992; Beal et al., 1993a; 

Matthews et al., 1998) y a la producción de ERO (Schulz et al., 1996; Kim y Chan, 

2002). Cuando esta toxina es utilizada crónicamente produce lesiones bilaterales en el 

estriado de la rata que están asociadas a la inhibición constante de la SDH de más del 

70% (Brouillet et al., 1998). En nuestro modelo, la dosis utilizada de 3-NP inhibe 

transitoriamente la actividad de la SDH (60 %) y disminuye parcialmente la carga 

energética del tejido sin dañar el estriado de la rata (Del Río et al., 2007). En esta 

tesis, se muestra que el tratamiento sólo con 3-NP no activa a la caspasa-3 ni a la 

calpaína (Fig.1 y 2, artículo 3), lo cual concuerda con el hecho de que la dosis utilizada 

no es tóxica. Sin embargo, nosotros observamos que esta dosis subumbral de 3-NP 

facilita la toxicidad del glutamato ya que, la inyección intraestriatal de 500 nmolas de 

glutamato sólo es neurotóxica cuando las ratas han sido pre-tratadas con 3-NP (Del 
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Río et al., 2007). Por lo tanto, esta toxina es una buena herramienta para demostrar 

que la inhibición parcial de la mitocondria es suficiente para que las neuronas se 

vuelvan susceptibles al daño por glutamato. Esta situación podría estar ocurriendo en 

pacientes con la enfermedad de Parkinson o Huntington, ya que se han demostrado 

deficiencias mitocondriales en pacientes con estas enfermedades (Browne et al., 1997; 

Tabrizi et al., 1999) y, en el caso de la enfermedad de Huntington, una disminución en 

la recaptura de glutamato que contribuye posiblemente al daño excitotóxico (Cross et 

al., 1986; Arzberger et al., 1997; Hassel et al., 2008).  

Las consecuencias de la inhibición mitocondrial sobre la activación de factores 

ejecutores de la muerte celular, como es la activación de proteasas, no se conoce con 

exactitud. Estudios previos, realizados en cultivos neuronales, habían demostrado que 

la muerte neuronal subsecuente a la co-incubación con 3-NP y glutamato, tiene 

características necróticas y se sugiere una posible participación de la calpaína (Pang y 

Geddes, 1997; Nasr et al., 2003; Pang et al., 2003). Sin embargo, en estos trabajos no 

se estudió si la inhibición mitocondrial modifica la cascada de muerte inducida por el 

glutamato. Nosotros observamos que el pre-tratamiento con 3-NP no cambia el tipo de 

proteasas activadas sino que hace más fuerte la activación de la calpaína (Fig. 2D y G, 

artículo 3). La contribución de la calpaína a la facilitación de la toxicidad del glutamato 

durante la inhibición mitocondrial se evidencía por el hecho de que el tratamiento con 

el inhibidor de la calpaína, el MDL 28170, previene el daño neuronal y la activación de 

la calpaína en la misma proporción (Fig. 3 y 4, artículo 3). El MDL 28170 es un 

inhibidor que tiene alta afinidad por la calpaína y penetra al cerebro rápidamente 

después de su administración sistémica (Markgraf et al., 1998; Kawamura et al., 2005). 

Su utilización ha mostrado protección contra el daño en rebanadas de hipocampo 

incubadas con KA (López-Picon et al., 2006) y después de periodos de hipoxia (Chen 

et al., 1997). En modelos de muerte excitotóxica in vivo también se ha demostrado la 

protección contra el daño neuronal utilizando este inhibidor (Li et al., 1998; Markgraff et 

al., 1998; Wu et al., 2004; Higuchi et al., 2005; Kawamura et al., 2005), al igual que in 
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vitro (Araujo et al., 2004). Los resultados mostrados en esta tesis, indican que la 

activación de la calpaína es un evento temprano del proceso de muerte neuronal 

cuando la mitocondria esta inhibida. Recientemente mostramos que la lesión en el 

estriado de la rata se hace evidente a las 4 horas después de la inyección de 

glutamato (Del Río et al., 2007). En el presente trabajo, mostramos que la activación 

de la calpaína ocurre desde las 2 horas después de la inyección. Aunque no 

conocemos si, en nuestras condiciones, la calpaína se activa específicamente en 

neuronas y/o glia, se sabe que la calpaína existe en ambos tipos celulares (Manev et 

al., 1991; Yokota et al., 2003). Asimismo, se conoce que el requerimiento de Ca2+ para 

su activación es de concentraciones milimolares para la glia y de concentraciones 

micromolares para las neuronas (Manev et al., 1991; Yokota et al., 2003). En nuestras 

condiciones, sabemos que dentro de la lesión no se observan células vivas, solo se 

observan núcleos picnóticos. En un estudio previo demostramos, mediante 

inmuohostoquímica contra GFAP (marcador glial), que la glia reactiva se encuentra 

rodeando la lesión (Del Río et al., 2007). La ausencia de células dentro de la lesión 

sugiere que tanto las neuronas como la glia son susceptibles al daño por glutamato en 

nuestras condiciones y que la actividad de la calpaína posiblemente ocurra en las 

células gliales y en neuronas. Ya que ambos tipos celulares expresan receptores a 

AMPA y a NMDA se considera que son susceptibles al daño por glutamato (Matute et 

al., 2002; Krebs et al., 2003; Karadottir et al., 2005).  

 

Los resultados mostrados en esta tesis concuerdan con otros reportes donde 

se ha mostrado que una alteración en la mitocondria favorece la muerte celular por un 

mecanismo independiente de caspasas (Chang y Jonson, 2002; Cregan et al., 2002; 

Takano et al., 2005). Esto se ve apoyado por estudios que han mostrado que el 

tratamiento con inhibidores de caspasas no disminuye el tamaño de la lesión inducida 

por diversos estímulos excitotóxicos (Tomioka et al., 2002). Se sugiere que la 

activación de la calpaína favorece la muerte independiente de caspasas (Lankiewicz et 
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al., 2000). Esto puede deberse a que, por un lado, la calpaína puede cortar tanto al 

precursor de la caspasa-3 como a su fragmento activo en el extremo carboxilo terminal 

(Bizat et al., 2003b) modulando la activación de la caspasa-3 y favoreciendo un 

mecanismo independiente de esta y un fenotipo necrótico (Lankiewicz et al., 2000). 

Otro tipo de muerte celular independiente de caspasas es la muerte autofágica, la cual 

se caracteriza por la presencia de vacuolas que en su interior contienen organelos 

(Uchiyama et al., 2008). La muerte autofágica se ha relacionado últimamente con la 

muerte neuronal que ocurre durante periodos de hipoxia-isquemia (Koike et al., 

20008), así como en algunas enfermedades neurodegenerativas (Kegel et al., 2000; 

Chu, 2006; Nixon, 2006). El papel de la calpaína en este tipo de muerte celular no se 

conoce con exactitud, sin embargo su activación prolongada se vincula con la ruptura 

de lisosomas y la consecuente muerte autofágica (Posner et al., 1995; Yashamira, 

2003; Yashamira et al., 2003; Demarchi et al., 2006). En este trabajo no se realizaron 

estudios concernientes al fenotipo de muerte celular en nuestras condiciones, estudios 

de microscopía electrónica serían necesarios para resolver esta pregunta. Finalmente, 

se ha mostrado que la activación de la calpaína favorece la liberación de factores pro-

apoptóticos mitocondriales (Polster et al., 2005; Takano et al., 2005); dado que 

demostramos que la toxicidad del glutamato es un proceso dependiente de la 

activación de calpaína (Del Río y Massieu, 2008; Del Río et al., 2008), es interesante 

estudiar si esta activación está relacionada con la liberación de los factores 

mitocondriales y si éstos favorecen algún fenotipo de muerte celular, necrosis o 

autofagia. 

 

El papel de los receptores ionotrópicos glutamatérgicos en la activación de la 

calpaína y su relación con el daño excitotóxico. 

La gran variedad en los modelos de muerte excitotóxica ha dado a conocer una 

gran diversidad de mecanismos a través de los cuales las neuronas mueren después 

de un estímulo excitotóxico. Muchos de éstos dependen de los receptores a AMPA 
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(Brorson et al., 1994). En otros modelos se enfatiza la entrada de Ca2+ a través de los 

receptores a NMDA (Tymiansky et al., 1993a) y la captura de este Ca2+ por parte de 

las mitocondrias (Stout et al., 1998). Dado que nuestro estímulo tóxico es el glutamato, 

nosotros decidimos estudiar el papel de sus receptores ionotrópicos utilizando 

antagonistas glutamatérgicos, a dosis que previamente habían mostrado proteger en 

otros modelos de excitotoxicidad in vivo (Massieu y Tapia, 1994; Montiel et al., 2005; 

Camacho et al., 2006). Estudios pioneros que asocian estos receptores a la activación 

de la calpaína muestran que la inhibición selectiva de los receptores a NMDA o no-

NMDA, con sus antagonistas, evita el corte de la espectrina (Jourdi et al., 2005), otro 

estudio indica que si las células no expresan receptores a glutamato la calpaína no se 

activa (Di Stasi et al., 1991). Los principales receptores involucrados en la muerte 

excitotóxica, dada su alta permeabilidad al Ca2+, son los receptores a NMDA (Choi et 

al., 1988; Tymiansky et al., 1993a; Sattler et al., 1998). Esto se confirma en nuestra 

investigación ya que el tratamiento con MK-801 previene del daño inducido por la 

dosis tóxica de glutamato en ratas intactas (Fig. 4, artículo 4). El papel de los 

receptores ionotrópicos glutamatérgicos en la activación de la calpaína no se ha 

estudiado con detalle. Se sabe que la activación de los receptores a NMDA que 

contienen las subunidades NR2B permiten una mayor entrada de Ca2+ que los que 

contienen las subunidades NR2A y NR2C (Lynch y Guttmann 2001, 2002). Si 

tomamos en cuenta que la calpaína es muy sensible a los cambios en la concentración 

de Ca2+, se puede especular que los receptores que contienen a las subunidades 

NR2B son los más importantes en la activación de esta proteasa. Esto se podría 

averiguar utilizando ifenprodil, un inhibidor de los receptores a NMDA que contienen la 

subunidad NR2B (Williams, 1993). Otros estudios han demostrado que los receptores 

a NMDA que contienen a la subunidad NR2A contribuyen a la toxicidad del glutamato, 

no así a la activación de la calpaína; mientras que los que tienen la subunidad NR2B 

contribuyen a la activación de la calpaína y al daño excitotóxico (Simpkins et al., 2003; 

De Ridder et al., 2006; Centonze et al., 2006).  
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El papel de los receptores no-NMDA en la muerte excitotóxica involucra 

principalmente su capacidad despolarizante; ahora se conoce que del 8 al 15% de las 

neuronas del SNC contienen receptores a AMPA permeables a Ca2+ (Pruss et al., 

1991; Turetsky et al., 1994), y que el Ca2+ entrante por esta vía puede activar a la 

calpaína (Bi et al., 1994; Jourdi et al., 2005). Neuronas que expresan receptores no-

NMDA permeables al Ca2+ mueren después de su exposición a KA en un periodo de 

tiempo similar a la muerte generada por su incubación con NMDA (Brorson et al., 

1994; Weiss et al., 1994; Lu et al., 1996). En esta tesis mostramos que ambos tipos de 

receptores ionotrópicos glutamatérgicos contribuyen de igual manera a la muerte y 

activación de la calpaína cuando las ratas son pre-tratadas con 3-NP (Fig.5 y 6, 

artículo 3); no así en el modelo de muerte excitotóxica severa en donde los receptores 

no-NMDA no tienen una contribución al daño aunque sí a la activación de la calpaína 

(Fig. 2 y 4, artículo 4). Aunque por el momento no podemos sugerir un mecanismo que 

explique este resultado, sugerimos que en presencia de la inhibición mitocondrial, la 

falla en los sistemas reguladores de la concentración de calcio interno, resultará en la 

muerte de las neuronas independientemente del receptor involucrado en la entrada de 

éste catión. Es decir, las neuronas se harán más vulnerables a la activación de los 

receptores no-NMDA.  

La participación de los receptores a NMDA en la activación de la calpaína y en 

la facilitación de la toxicidad del glutamato en presencia de 3-NP, se evidencia con el 

hecho de que el tratamiento con MK-801 previene el daño y la activación de la 

calpaína en la misma proporción (Fig. 5 y 6, artículo 3). Además, la inhibición de la 

calpaína con el MDL-28170 disminuye la extensión de la lesión y la activación de la 

calpaína en proporción similar (Fig. 3 y 4, artículo 3). El MK-801 es un inhibidor no 

competitivo que no tiene selectividad por una subunidad del receptor a NMDA en 

específico, por lo que desconocemos la contribución de un subtipo particular de 

receptor a NMDA en este modelo de muerte excitotóxica. 
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¿Cómo puede contribuir la calpaína al daño excitotóxico? 

Conocemos que existe una asociación entre la activación de la calpaína y el 

daño neuronal inducido por glutamato en las ratas pre-tratadas con 3-NP. De hecho, la 

activación de la calpaína se ha implicado en la enfermedad de Alzheimer, Parkinson y 

Huntington (Saito et al., 1993; Gafni y Ellerby, 2002). También se conoce que el 

incremento sostenido de la concentración de Ca2+ intracelular conlleva a la activación 

sostenida de la calpaína; por lo tanto, al no estar regulada, puede contribuir al proceso 

neurotóxico al romper componentes estructurales necesarios para la sobrevivencia de 

la célula (Lynch y Baudry, 1987; Pant, 1988; Siman et al.; 1988; Greenwood et al., 

1993; Brana et al., 1999; Rami, 2003). Varios son los mecanismos por los que la 

calpaína puede favorecer el proceso de muerte celular (Fig. 5). Primeramente, corta 

substratos haciendo que éstos se activen o inactiven. Por ejemplo, prolonga la 

activación de la cinasa dependiente de ciclina 5 (CDK5) al cortar a la proteína p35, la 

cual es un activador de ésta (Lee et al., 2000). Corta a la proteína cinasa C (PKC; 

Kishimoto et al. 1989), a la cinasa dependiente de calmodulina II (CaMK-IIa) 

(Hajimohammadreza et al., 1997) y a la calcineurina (Wu et al. 2004). Otras proteínas 

cortadas por la calpaína son: la sintasa del óxido nítrico, la proteína asociada a 

microtúbulos 2 (MAP2) (Creed et al., 1996; Zhang et al., 2007) y la espectrina (Wang 

et al., 1998). De manera importante, la activación excesiva de la calpaína puede estar 

relacionada con el daño excitotóxico, ya que se considera que ésta amplifica la 

cascada de muerte neuronal mediante el rompimiento de proteínas que contribuyen a 

la falla de la homeostasis del Ca2+ intracelular (Bano et al., 2005; Pottorff et al., 2006; 

Bano y Nicotera, 2007; Araújo et al., 2007). La calpaína corta al subtipo NCX3 del 

intercambiador de Na+/Ca2+, favoreciendo el aumento de Ca2+ intracelular relacionado 

con la desregulación de la concentración de Ca2+ intracelular (Bano et al., 2005; Bano 

y Nicotera, 2007; Araújo et al., 2007). También corta a la PMCA provocando su 

internalización y como consecuencia la extrusión de Ca2+ de la célula se hace más 

lenta (Pottorf et al., 2006). 
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Finalmente, se conoce que la activación continua de la calpaína produce cortes 

sobre los mismos receptores glutamatérgicos aumentando el efecto tóxico del 

neurotransmisor (Bi et al., 1996, 1997; Pineda et al., 2007; Xu et al., 2007; Yuen et al., 

2007a, b). La subunidad mGluR1 de los receptores metabotrópicos de glutamato es 

cortada por la calpaína en su extremo carboxilo terminal y genera una 

retroalimentación positiva de sobrecarga de Ca2+ (Pineda et al., 2007; Xu et al., 2007). 

La estimulación continua de los receptores a NMDA activa a la calpaína, la cual puede 

a su vez cortar a la subunidad GluR1 de los receptores a AMPA en su extremo 

carboxilo terminal, reduciendo la actividad de este receptor (Bi et al., 1996, 1997; Yuen 

et al., 2007a, b). Una vez activa, la calpaína también corta a los receptores NMDA que 

contienen la subunidad NR2B; después de su corte, estos receptores permanecen en 

la membrana plasmática pero pierden sitios de regulación por la PKC y otras cinasas 

de tirosina (Simpkins et al., 2003). La activación de la calpaína desorganiza a las 

proteínas de la post-sinapsis ya que corta a la proteína PSD95, la cual se une a los 

receptores NMDA post-sinápticos, así como a las subunidades NR2A y B; este corte 

se asocia con la activación tóxica de estos receptores (Gascón et al., 2008). 
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Figura 5. Substratos de la calpaína que pueden contribuir al daño excitotóxico. La 

calpaína es activada por el aumento en la concentración de Ca2+ intracelular, si la 

activación de la calpaína es intensa y por periodos de tiempo prolongados, ésta 

puede cortar componentes celulares importantes para la sobreviencia celular. 
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RESULTADOS 

 

Articulo 2 

“Mild mitochondrial inhibition in vivo enhances glutamate-induced neuronal damage 

through calpain but not caspase activation: Role of ionotropic glutamate receptors” 

Del Río P y Massieu L. 2008  

Experimental Neurology 212, 179-88. 

 

 

 

 

Este artículo muestra los datos concernientes a la participación de la calpaína y de los 

receptores ionotrópicos glutamatérgicos en el daño neuronal inducido por glutamato 

cuando existe una inhibición mitocondrial previa. Los resultados más importantes 

presentados en este artículo son: 

1) La exacerbación del daño producido por glutamato cuando hay una inhibición 

mitocondrial previa no está asociada a la activación de la caspasa-3. En este artículo 

se muestra que, a pesar de la presencia de una lesión de tamaño considerable, la 

caspasa-3 no está activada, lo que sugiere que éste es un proceso independiente de 

caspasas. 

2) El glutamato activa de manera fisiológica a la calpaína y para que esta activación se 

asocie con la presencia de una lesión, es necesaria una activación intensa. Si se evita 

la activación de la calpaína, la lesión inducida por el glutamato es de menor tamaño. 

3) Los receptores glutamatérgicos de tipo NMDA y los no-NMDA contribuyen de igual 

manera a la activación de la calpaína y el establecimiento de la lesión en estas 

condiciones. La inhibición de estos receptores previene del daño inducido por 

glutamato. 
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Artículo 3 

“Contribution of NMDA and Non-NMDA receptors to in vivo glutamate-induced calpain 

activation in the rat striatum. Relation to neuronal damage.” 

Del Río P., Montiel T. y Massieu L 2008  

Neurochemical Research 33, 1475-83. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Este artículo muestra los datos concernientes a la participación de la calpaína y de los 

receptores ionotrópicos glutamatérgicos en el daño neuronal severo inducido por 

glutamato. La importancia de este artículo radica en que se muestran datos in vivo en 

donde se utilizó el ligando endógeno: el glutamato. Estudios previos relacionados con 

el papel de la caspasa-3 y la calpaína fueron realizados con agonistas 

glutamatérgicos. En resumen, los resultados más importantes son: 

1) La muerte neuronal inducida por glutamato es independiente de la activación de la 

caspasa-3 y la principal proteasa involucrada en este proceso es la calpaína.  

2) El daño severo inducido por glutamato está asociado con la activación intensa de 

calpaína. Aparentemente esta activación sobrepasa los mecanismos excitotóxicos, 

dado que la inhibición de los receptores glutamatérgicos previene parcialmente el daño 

inducido por el glutamato.  
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CONCLUSIONES 

 

Los resultados mostrados en esta tesis indican que, contrario a lo propuesto en la 

hipótesis, la toxicidad inducida por glutamato (en ausencia o presencia de una 

inhibición mitocondrial previa) es independiente de caspasa-3 y dependiente de la 

activación de la calpaína. Sin embargo, la activación de la calpaína por el glutamato no 

siempre se asocia con una cascada de muerte celular, es necesario que la activación 

de la calpaína sea intensa y prolongada para que ésta se asocie con una cascada de 

muerte neuronal. Estos resultados confirman que la inhibición mitocondrial amplifica 

los procesos dependientes de Ca2+ relacionados con la muerte neuronal (Nasr et al., 

2003; Jacquard et al., 2006) y que no modifica el patrón de activación de proteasas 

inducido por el glutamato. La contribución de los receptores ionotrópicos 

glutamatérgicos, tanto a la activación de la calpaína como a la generación del daño 

neuronal, es similar durante la facilitación de la muerte excitotóxica cuando hay una 

inhibición mitocondrial previa. Esto sugiere que la inhibición mitocondrial parcial hace 

que el aumento en la concentración de Ca2+ intracelular sea dañino para las células, 

independientemente de tipo de receptor (NMDA o no-NMDA) por el que entre este ión 

a la células. En cambio, cuando la concentración de glutamato es tóxica, el principal 

receptor involucrado en el daño celular es el NMDA. Es importante enfatizar que 

aunque el aumento en la concentración intracelular de Ca2+ y la activación de la 

calpaína son determinantes para la muerte excitotóxica, otros procesos, como la 

producción excesiva de ERO, pueden estar involucrados en el daño celular si el 

estímulo tóxico de glutamato es muy fuerte. El estudio de las consecuencias que 

tienen la activación de la calpaína durante la muerte excitotóxica es necesario para 

poder frenar el proceso de muerte neuronal y proponer tratamientos para las 

enfermedades relacionadas con este mecanismo de muerte. 
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