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RESUMEN 
 

El epitelio pigmentado de la retina (EPR) es una monocapa de células 

poligonales situada entre la retina y la coroides, formando parte de la barrera 

hematorretiniana; su funcionamiento adecuado es esencial para el 

mantenimiento íntegro de la estructura y función de la retina neural. La 

proliferación y la migración aberrante de las células del EPR como resultado de 

la transición epitelio-mesénquima juegan un papel clave en la vitreorretinopatía 

proliferativa (VRP), padecimiento que conduce al desprendimiento de la retina 

y la pérdida de la visión debido a la formación de membranas contráctiles en la 

cavidad vítrea. Se ha reportado la presencia de receptores funcionales de 

glutamato (GluR) tanto ionotrópicos como metabotrópicos en el EPR. Se ha 

demostrado que, en neuronas, el glutamato activa la vía de señalamiento 

Ras/Raf/MEK/ERK, la cual interviene en la regulación de procesos tan diversos 

como proliferación, diferenciación y sobrevivencia. Aunque se ha demostrado 

que la estimulación con glutamato y la activación de ERK 1/2 por diferentes 

estímulos promueven la proliferación celular, las vías de señalamiento que 

unen estos efectos no se han caracterizado. Dado que la estimulación de los 

GluR y la activación de ERK 1/2 por glutamato estimulan la proliferación, es 

posible proponer su intervención en el desarrollo de la VRP. El propósito de 

este trabajo fue analizar el efecto del glutamato sobre la activación de ERK 1/2, 

como un posible mecanismo de inducción de la proliferación de las células del 

EPR. Se evaluó la proliferación mediante la incorporación de [3H]-timidina y se 

analizó el mecanismo molecular que lleva a la proliferación inducida por 

glutamato mediante la determinación de la fosforilación de ERK 1/2 y de CREB 

en cultivos primarios de células de EPR de pollo y en la línea celular derivada 

de humano ARPE-19. En este trabajo se estudió la proliferación de las células 

del EPR promovida por el glutamato mediante la activación de dos vías de 

señalamiento diferentes vinculadas con los receptores metabotrópicos (mGluR) 

y los ionotrópicos del tipo NMDA (NMDAR). Los resultados demuestran que el 

glutamato estimula la proliferación de las células del EPR, así como la 

fosforilación de ERK y de CREB. Los agonistas para los mGluR (ACPD) y para 

los NMDAR tuvieron un efecto positivo sobre la proliferación y la fosforilación, y 

se bloquearon con los antagonistas respectivos para cada subtipo de receptor, 



MCPG y MK-801, indicando la relación causa-efecto entre estos procesos. 

Mientras que la proliferación promovida por los mGluR está mediada por la 

activación de la cascada MEK/ERK/CREB, la proliferación inducida por los 

NMDAR es a través de las cinasas dependientes de Ca2+/CaM (CaMK), 

independiente de MEK 1/2. El bloqueo de la proliferación con el KN-62 sugiere 

que las CaMK están involucradas en el control de la proliferación inducida por 

glutamato en un paso común a nivel del núcleo, posiblemente para regular la 

progresión del ciclo celular. Con base en estos resultados, se propone que es 

necesario considerar la participación del glutamato en el desarrollo de la 

vitreorretinopatía proliferativa. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



ABSTRACT 
 

The retinal pigment epithelium (RPE) is a monolayer of pigmented cells forming 

part of the blood-retina barrier (BRB) and plays an essential role in the function 

and maintenance of the neural retina. The abnormal proliferation and migration 

of RPE cells, resulting from an epithelial-mesenchymal transition, plays a key 

role in proliferative vitreoretinopathy, which leads to retinal detachment and the 

loss of vision. Functional ionotropic and metabotropic glutamate receptors 

(GluRs) have been characterized in RPE cells. In neurons, glutamate has been 

shown to activate the Ras/Raf/MEK/ERK cascade, which participates in the 

regulation of proliferation, differentiation and survival processes. Although 

glutamate-stimulation and activation of ERK 1/2 by different stimuli have been 

shown to promote RPE cell proliferation, the signaling pathway(s) linking these 

effects has not been established.  

The present study was aimed to analyze the effect of glutamate on the 

activation of the ERK 1/2 cascade as a possible mechanism involved in the 

induction of RPE proliferation. Using chick RPE cells in primary culture and 

human-derived ARPE-19 cell line as model systems, we analyzed the 

molecular mechanisms leading to glutamate-induced proliferation by 

determining ERK 1/2 and CREB phosphorylation.  

This study shows that glutamate promotes RPE cell proliferation by 

activating two distinct signaling pathways linked to selective glutamate 

receptor subtypes. Results demonstrate that glutamate stimulates RPE cell 

proliferation by increasing ERK 1/2 activation, which, in turn, 

phosphorylates the transcription factor CREB. These effects were mimicked 

by the mGluR agonist ACPD and by NMDA, and were prevented by the 

respective receptor inhibitors MCPG and MK-801, indicating a cause-effect 

relationship between proliferation and ERK 1/2 phosphorylation. Whereas 

mGluR promoted proliferation by activating the MEK/ERK/CREB cascade, 

NMDA stimulated proliferation through a MEK-independent activation of 

Ca2+/calmodulin-dependent kinases. Blockage of both proliferation-signaling 

pathways by KN-62 suggests the involvement of CaMKs in the control of 

glutamate-induced proliferation at a common step, within the nucleus, 



possibly the regulation of cell cycle progression. These results thus suggest 

that under pathological conditions or surgical procedures in which the BRB 

is compromised, the elevation of extracellular glutamate may be involved in 

the alteration of gene expression leading to the increase in RPE cell 

proliferation, as observed in PVR. 
 
 



INTRODUCCIÓN 
 

Organización de la retina 
 

La retina de los vertebrados, como parte del sistema nervioso central (SNC), 

deriva del neuroectodermo durante el desarrollo embrionario. Se sitúa en la 

región posterior del ojo, adosada al epitelio pigmentado de la retina (EPR; 

figura I). La retina tiene una organización estratificada que consta de cinco 

tipos de neuronas: fotorreceptores, células bipolares, células horizontales, 

células amacrinas y células ganglionares. En la capa plexiforme externa hacen 

contacto sináptico los fotorreceptores con las células bipolares y las 

horizontales; en la capa plexiforme interna hacen sinapsis las células bipolares 

con las ganglionares y las amacrinas. Las células horizontales y las amacrinas 

modulan la transmisión sináptica glutamatérgica, que va desde los 

fotorreceptores hasta las células ganglionares (vía vertical), ya que esta vía 

lateral usa ácido-γ-aminobutírico (GABA) como principal neurotransmisor 

inhibidor (Dowling, 1987; Thoreson y Witkovsky, 1999). 

Dos tipos de glía modulan la neurotransmisión en la retina, las células de 

Müller y los astrocitos (Newman, 2004). Los astrocitos se localizan en la capa 

interna de la retina, junto a las células ganglionares, rodeando a los capilares 

de las retinas vascularizadas. La glía de Müller atraviesa radialmente la retina y 

se ramifica en las capas plexiformes envolviendo a las sinapsis. La función 

principal de las células gliales es modular la transmisión sináptica en la retina 

mediante varios mecanismos: liberación de neurotransmisores, inhibición de 

las células ganglionares mediante la liberación de ATP, captura de glutamato y 

liberación de D-serina por la glía de Müller y regulación de los niveles de K+ y 

H+ (Newman, 2004). Ambos tipos de glía forman parte de la barrera 

hematorretiniana. 



 
Figura I. Ubicación de la retina en el ojo. La retina se sitúa en región posterir del ojo, haciendo 

contacto con el epitelio pigmentado de la retina (EPR). Modificado de Kandel et al., 2000. 

 

 

 

Epitelio Pigmentado de la Retina 
 

El epitelio pigmentado de la retina (EPR) es una monocapa de células 

poligonales situada entre la coroides y la retina neural, recubriendo el fondo del 

ojo; se deriva  embriológicamente del neuroectodermo. Mientras que la retina 

se diferencia en varias capas de neuronas, el EPR permanece como una 

monocapa de células epiteliales. Cada célula tiene un diámetro de 10 a 14 µ en 

la región macular, y hasta 60 µ en la periferia (Marmor, 1998). La membrana 

apical forma procesos que se interdigitan con los segmentos externos de los 

fotorreceptores en el espacio subrretinal. La membrana basolateral hace 

contacto con la membrana de Bruch, que separa al EPR del endotelio de los 

coriocapilares (Strauss, 2005; Hughes, 1998) (Figura II). 

El EPR es de vital importancia en el mantenimiento íntegro de la estructura y 

función de la retina neural debido a su capacidad de secretar varios factores de 



crecimiento (Strauss, 2005); su presencia es esencial para la estratificación 

correcta de la retina (Wolburg et al., 1991; Bytyqi et al., 2007).  

 

Figura II. Funciones principales del epitelio pigmentado de la retina (EPR; Strauss, 2005). 

PEDF, factor de crecimiento derivado del epitelio pigmentado; VEGF, factor de crecimiento del 

endotelio vascular. 

 

 

El EPR renueva los segmentos externos de los fotorreceptores, gracias a su 

capacidad de fagocitarlos rítmicamente bajo un oscilador circadiano (Nguyen-

Legros y Hicks, 2000). Dado que las células fotorreceptoras no se dividen 

mitóticamente, renuevan constantemente a las membranas fotosensibles de los 

segmentos externos, desplazando a los segmentos viejos hacia el extremo 

externo para ser fagocitados y degradados por el EPR (Young y Bok, 1969; 

Besharse y Defoe, 1998). Se ha estimado que el EPR degrada alrededor de 25 

000 discos de los segmentos externos de los fotorreceptores diariamente y que 

la captura de los discos y su degradación se lleva a cabo eficientemente en 

unas horas (Ershov y Bazan, 2000).  

El EPR participa en el ciclo visual. Su función básica es  la isomerización del 

all-trans retinol a 11-cis-retinal. El all-trans retinol o vitamina A, proveniente de 



la sangre a través de la circulación coroidal, entra por la membrana basal del 

EPR. Este mismo retinoide, proveniente de los fotorreceptores, se adquiere por 

la fagocitosis de los discos de los segmentos externos de los fotorreceptores. 

En las células del EPR, la lecitina acil transferasa del retinol (LRAT) esterifica al 

all-trans-retinol para formar all-trans-retinil ester. La isomerohidrolasa RPE65 

convierte al all-trans-retinil ester en 11-cis-retinol. La oxidación del 11-cis-retinol 

se lleva a cabo por la 11-cis-retinol-deshidrogenasa tipo 5 (RDH5) para originar 

11-cis-retinal. Este último se libera del EPR a la matriz interfotorreceptora, 

unido a la proteína celular de unión a retinal (CRALBP), para llegar a los 

fotorreceptores mediante un mecanismo desconocido. El 11-cis-retinal, que es 

el cromóforo fotosensible, se une covalentemente a la opsina de los 

fotorreceptores para formar la rodopsina y la conopsina, proteínas integrales de 

membrana que se activan por los fotones e inician la transducción de señales 

(Thompson, 2003; Travis et al., 2007). 

El EPR protege a la retina del daño fótico gracias a que contiene varios 

pigmentos especializados en la absorción de la luz de diferentes longitudes de 

onda, principalmente la melanina. Además, contiene antioxidantes que 

protegen a los fotorreceptores de la foto-oxidación y de las especies de 

oxígeno reactivas generadas por la luz. Tales antioxidantes son la superóxido 

dismutasa y la catalasa, así como algunos carotenoides (Strauss, 2005; 

Boulton y Dayhaw-Barker, 2001). 

El EPR forma parte importante, estructural y funcional (figura II), de la barrera 

hematorretiniana. Las células del EPR forman uniones estrechas entre ellas 

que, junto con el endotelio de los coriocapilares, impiden eficientemente el 

intercambio de substancias tóxicas entre la circulación coroidal y la retina 

neural,  creando un microambiente en el que se modulan las respuestas 

inmunes (Liversidge y Forrester, 1998) mediante la expresión de moléculas del 

complejo principal de histocompatibilidad, de moléculas de adhesión y citocinas 

(Holtkamp et al., 2001). Dado que los fotorreceptores no están en contacto 

directo con la sangre, el EPR transporta glucosa, vitamina A y otros nutrientes 

de la sangre a los fotorreceptores. Además, transporta iones y agua del 

espacio subretinal a la coroides. Este flujo bidireccional mantiene la 

homeostasis de la retina  (Hughes et al., 1998). La integridad de la barrera 

hematorretiniana es de vital importancia ya que la interrupción de la misma 



puede conducir a retinopatías tales como  la vitreorretinopatía proliferativa 

(VRP; Jin et al., 2002; Nagasaki et al., 1998). 

 

 

Vitreorretinopatía proliferativa 
 

La vitreorretinopatía proliferativa (VRP) se define como un proceso de 

cicatrización anormal que se desarrolla en 5 a 10 por ciento de los casos de 

desprendimiento de la retina. También se define como el crecimiento y 

contracción de membranas celulares en la cavidad vítrea y en la superficie 

epirretinal y subrretinal; es la causa principal del fracaso de las cirugías como 

tratamiento del desprendimiento regmatógeno de la retina. Se asocia con 

hemorragia intraocular durante la cirugía de la retina y se relaciona con 

procesos de inflamación, por lo que se le llama VRP post-operatoria. Sin 

embargo, en algunos casos la VRP se presenta antes de una intervención 

quirúrgica, a ésta se le llama VRP primaria o pre-operatoria (Pastor et al., 

2002), pero la incidencia es mayor después de una cirugía.  

Las membranas formadas durante la VRP se componen de células del EPR, 

células gliales (Müller y astrocitos), fibroblastos y células inflamatorias 

(macrófagos y linfocitos; figura III B). Las células del EPR se consideran un 

elemento clave durante el desarrollo de la VRP ya que están presentes casi en 

el 100% de las membranas y son las principales productoras de fibras de 

colágena (Pastor et al., 2002). En estado adulto, estas células están 

diferenciadas, con las características previamente descritas, y no se dividen. Al 

parecer, la pérdida del contacto retina-EPR es el estímulo que lleva a la 

desdiferenciación del EPR (Campochiaro, 1997 en Abe et al, 1998). La 

desdiferenciación de la superficie apical de estas células es el primer cambio 

morfológico que sufren después del desprendimiento de la retina, ya que los 

procesos apicales desaparecen rápidamente (24 horas después del 

desprendimiento regmatógeno experimental) (Fisher y Anderson, 1998). 

Asimismo, las células del EPR empiezan a proliferar (Fisher et al, 1991) y a 

migrar al espacio subrretinal. La proliferación se limita al área de 

desprendimiento de la retina; al parecer, la unión del EPR con la retina neural 

es suficiente para mantener a las células del EPR mitóticamente inactivas 



(Campochiaro, 1997). Su separación induce respuestas intracelulares en las 

células del EPR que conducen a la entrada del ciclo celular o bien, a la 

liberación local de factores de crecimiento que estimulan la proliferación de las 

células del EPR separadas de la retina neural (Fisher et al., 1991). 

La desdiferenciación de las células del EPR se puede explicar como una 

transición epitelio-mesénquima (Casaroli-Marano et al., 1999), en donde las 

células se separan del epitelio y adquieren propiedades migratorias, al 

modificar la organización del citoesqueleto y su interacción con la matriz 

extracelular (Birchmeier, 1993). 

 

 
Figura III. Vitreorretinopatía proliferativa. Se muestra un ojo sano (A) y uno con VRP. Las membranas 

formadas en la cavidad vítrea y en la superficie de la retina se componen de células del EPR, células 

gliales, fibroblastos y células inflamatorias, que ejercen tracción sobre la retina (B). Imagen modificada 

de http://www.saryv.org.ar/images/cont_cient1_02.jpg. 
  

 

Aunque la VRP es un proceso dinámico, se tiene muy poca información acerca 

de su cronobiología (Pastor et al., 2002); sin embargo, se ha propuesto una 

secuencia de eventos celulares durante el desarrollo de esta enfermedad: 

primero, las células del EPR pierden su morfología poligonal y adquieren 

características de miofibroblastos; también pasan de un estado quiescente a 

dividirse activamente. Esta transformación epitelio-mesénquima confiere a las 

células la capacidad de migrar del espacio subrretinal hacia la cavidad vítrea, 



en donde proliferan extensamente y forman membranas que ejercen fuerza 

contráctil sobre la retina causando su desprendimiento y, posteriormente, la 

pérdida de la visión (Ando et al., 2000; Walshe et al., 1992). 

Las células del EPR desdiferenciadas secretan factores de crecimiento 

(Campochiaro, 1998) y citocinas (Holtkamp et al., 2001) que contribuyen a la 

proliferación y migración durante la VRP, entre ellos la IL-6, el TGF-β, el PDGF, 

el FGF, el HGF (Grierson et al., 2000; Jin et al., 2002) y el bFGF (Kon et al, 

1999). Éste último, inducido por glutamato, aumenta su expresión e incrementa 

la proliferación de las células del EPR (Uchida et al., 1998). 

Se ha demostrado experimentalmente que durante el desprendimiento de la 

retina, uno de los primeros cambios producidos es la alteración del sistema 

glutamatérgico (Sherry y Townes-Anderson, 2000), ya que la concentración de 

glutamato en el EPR y en la glía de Müller alcanza concentraciones milimolares 

después del desprendimiento de la retina (Marc et al., 2004). Este aumento en 

la concentración de glutamato se ha detectado también en el vítreo de 

pacientes con desprendimiento de la retina (Diederen et al., 2006; Barber, 

2003). Asimismo, se han identificado y caracterizdo receptores específicos de 

glutamato en células de EPR de pollo (López-colomé et al., 1993) y de humano 

(López-colomé et al., 1994). 

  

 

Receptores de glutamato 
 

El glutamato (Glu) es el principal aminoácido excitador en el sistema nervioso 

central (SNC) de los vertebrados. Se ha demostrado que juega un papel 

importante en el desarrollo neuronal, en la plasticidad sináptica, la memoria y el 

aprendizaje, así como en procesos de excitotoxicidad y en enfermedades 

neurodegeneraivas. Para llevar a cabo sus múltiples funciones interacciona con 

dos tipos principales de receptores clasificados, con base en su estructura, sus 

propiedades farmacológicas y su mecanismo de transducción de señales, en 

ionotrópicos y metabotrópicos (Michaelis, 1998). 



 

 
Figura IV. Receptores de glutamato. Los receptores ionotrópicos forman canales catiónicos 

(A), mientras que los metabotrópicos (B) tienen siete dominios transmembranales y un sitio de 

unión al ligando. PLC, fosfolipasa C; PIP2, fosfatidilinositol bifosfato; IP3, inositol trifosfato; DAG, 

diacilglicerol. Modificado de Kandel et al., 2000. 

 

 

Receptores ionotrópicos: su activación y modulación 

 

Los receptores ionotrópicos (iGluR) son canales catiónicos activados por 

ligando (figura IV) y median la neurotransmisión excitadora rápida en el SNC. 

Se componen de cuatro subunidades, cada una de las cuales consiste de un 

dominio amino terminal extracelular, un dominio de unión al ligando extracelular 

y dominio carboxilo terminal intracelular (Kubo e Ito, 2004). Los iGluR se 

subdividen en tres familias: los que responden a α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-

isoxazolpropionato (AMPA), los sensibles a 2-carboxil-3-carboximetil-4-

isopropenilpirrolidina (kainato, KA), y los activados por N-metil-D-aspartato 

(NMDA) (Michaelis, 1998; Maden, 2002).  

 
 



Receptores de AMPA 

 

Los receptores de AMPA (AMPAR) median la neurotransmisión excitadora 

rápida en el SNC. Se conocen cuatro familias de subunidades (GluR1-GluR4) 

que son producto de genes separados; el ensamble de dichas subunidades 

forman canales permeables principalmente al Na+ y al K+ , y en algunos casos 

al Ca2+ , dependiendo de la composición de las mismas. La diversidad de las 

subunidades se debe al procesamiento por edición y empalme alternativo del 

RNA de las subunidades. El empalme alternativo en una región exónica de 38 

aminoácidos del dominio extracelular S2 en todas las subunidades da origen a 

dos isoformas conocidas como Flip y Flop. Las variantes Flip se desensibilizan 

más lentamente que las Flop y se expresan principalmente en etapas 

prenatales, mientras que las Flop se expresan en etapas postnatales.  Estas 

isoformas afectan la cinética de desensibilización del receptor (Kew y Kemp, 

2005). 

La subunidad GluR2 tiene un papel clave en la modulación de la permeabilidad 

del receptor al Ca2+, de manera que los AMPAR que no contienen GluR2  son 

permeables al Ca2+. La impermeabilidad al Ca2+ en los AMPAR que contienen 

GluR2 se debe a la presencia de una aginina (R) en lugar de una glutamina (Q) 

en el sitio Q/R del dominio M2, debido al procesamiento por edición post-

transcripcional (Dingledine, et al, 1999). De esta manera, la mayoría de las 

subunidades GluR2 en adultos está editada para originar una arginina, por lo 

que previene la entrada de Ca2+ (Kew y Kemp, 2005). 

Además, las subunidades GluR2, GluR3 y GluR4 se editan en el sitio R/G, en 

la región extracelular en el dominio S2, en donde una glicina (G) en lugar de 

una arginina (R) reduce el tiempo de la desensibilización del receptor 

(Dingledine, et al., 1999; Kew y Kemp, 2005). 

Adicionalmente, las subunidades GluR2 y GluR4 tienen variantes por empalme 

alternativo que originan regiones intracelulares cortas o largas del C-terminal 

que podrían ser importantes en la interacción proteína-proteína (Dingledine et 

al. 1999). 

En cuanto a la farmacología, los AMPAR responden, además del AMPA, al 

kainato, al ibotenato, al quiscualato y a la walardina. El glutamato y el AMPA 

actúan como agonistas totales induciendo rápidamente la desensibilización, 



mientras que el kainato actúa como un agonista parcial de los AMPAR. Se 

conocen varios compuestos que actúan como antagonistas de los AMPAR, 

entre ellos algunas quinoxalinas (PNQX, YM-90K, YM872, ZK200775) que 

reconocen tanto a los receptores de AMPA como a los de kainato. Algunos 

derivados de quinazolinonas actúan como antagonistas no competitivos de los 

AMPAR (CP-465,022; Kew y Kemp, 2005). Asimismo, algunas benzotiazidas y 

benzamidas funcionan como moduladores alostéricos positivos en las 

isoformas Flip y Flop del receptor (Kew y Kemp, 2005). 

Las subunidades GluR1, GluR2 y GluR3 se expresan en todo el sistema 

nervioso central de vertebrados, mientras que la GluR4 tiene una expresión 

predominante en la corteza del cerebelo, las células granulares del giro 

dentado, el área CA1 del hipocampo y el bulbo olfatorio (Romano et al, 1998; 

Kew y Kemp, 2005). Las células del EPR también contienen AMPAR (López-

colomé et al., 1993; 1994), pero las subunidades que los conforman no se han 

caractrizado. 

 

Receptores de Kainato 

 

Los receptores de kainato son canales tetraméricos formados por dos familias 

de subunidades relacionadas, GluR5-GluR7 y KA1 y KA2. Las subunidades 

KA1 y KA2 no forman receptores homoméricos funcionales, a menos que se 

ensamblen con las subunidades GluR5-GluR7. La heterogeneidad de estos 

receptores, igual que los de AMPA, depende de los procesos de edición (sitios 

R/G y Q/R) y empalme alternativo en las subunidades GluR5-GluR7 (Kew y 

Kemp, 2005).  

Estos receptores tienen una alta afinidad por el ácido kaínico y el ácido 

demoico, una menor afinidad por el gluamato y mucho menor por el AMPA. Se 

conocen agonistas selectivos para los receptores de KA que contienen a la 

subunidad GluR5 (ATPA, LY382884, UBP296, NS3763). Existen también 

moduladores alostéricos positivos para los receptores de kainato como la 

lectina concavalina A, que inhibe la desensibilización mediante la interacción 

con residuos N-glicosilados, además incrementa la afinidad del agonista por el 

receptor, pero su efecto no es específico ya que actúa también en los 

receptores de AMPA y NMDA (Kew y Kemp, 2005). 



Las quinoxalinas 6-ciano-7nitro-quinoxalina-2,3-diona (CNQX), 6,7-

dinitroquinoxalina-2,3-diona (DNQX) y 2,3-dihidroxi-6-nitro-7-sulfaoil-

benzo(F)quinoxalina (NBQX) son antagonistas de los receptores de AMPA y 

KA, bloquean competitivamente a ambos tipos de receptores. Sin embargo, la 

CNQX y la DNQX también inhiben a los receptores de NMDA de manera no 

competitiva ya que interaccionan con el sitio de reconocimiento a la glicina en 

este receptor (Michaelis, 1998, Pellegrini-Giampietro, 1989).  

Dado que los receptores de AMPA y KA tienen características farmacológicas 

similares, se han desarrollado fármacos para discriminar entre ambos subtipos 

de receptores (Lerma, 2006). La 1(4-aminofenil)-3-metilcarbamil-4-metil-7,8-

metilenodioxi,3,4-dihidro5H-2,3-benzodiazepina (GYKI 53655) y la (±)4-(4-

aminofenil)-1,2-dihidro-1-metil-z-propilcarbamoil-6,7-metilenodioxiftalazina 

(SYM2206) inhiben selectivamente a los AMPAR sin alterar la actividad de los 

receptores de KA (Rodriguez-Moreno y Sihra, 2007). 

La localización de los receptores de kainato es principalmente en las terminales 

pre-sinápticas de interneuronas del hipocampo, la amígdala lateral, las células 

bipolares de la retina, la corteza cerebral, el globo pálido y el cerebelo 

(Huettner, 2003), así como en EPR (López-colomé et al., 1993; 1994). 

 

Receptores de NMDA 

 

Los receptores de NMDA (NMDAR), a  diferencia de los de AMPA y de Kainato, 

responden lentamente al glutamato y su contribución es principalmente al 

componente lento de corrientes post-sinápticas excitadoras (Michaelis, 1998), 

por lo que la activación rápida  de los receptores AMPA/KA es lo que lleva a la 

despolarización de la membrana post-sináptica  y la activación de los 

receptores de NMDA.  

Los NMDAR son canales altamente permeables al Ca2+. En condiciones 

fisiológicas, el canal del receptor está bloqueado por Mg2+; este bloqueo es 

dependiente del voltaje: se inhibe el flujo de la corriente por el canal a 

potenciales cercanos al reposo y se suprime cuando se despolariza la 

membrana. El canal está formado por las subunidades NR1 y NR2, y en 

algunos casos NR3 (Cull-Candy et al, 2001; Madden, 2002) que se ensamblan 



para generar receptores con propiedades farmacológicas y electrofisiológicas 

diferentes dependiendo de la combinación de las subunidades. 

La caracterización de las subunidades que forman el receptor ha hecho posible 

conocer algunos mecanismos moleculares de su regulación funcional. Se 

conocen ocho variantes de la subunidad NR1 (NR1a-h) generadas por corte y 

empalme alternativo de un gene, cuatro diferentes subunidades NR2 (A-D) 

codificadas por cuatro genes diferentes, y dos subunidades NR3 (A y B) 

(Paoletti y Neyton, 2007; Cull-Candy et al, 2001). La presencia de una 

subunidad NR3 en el receptor reduce notablemente la permeabilidad del Ca2+ y 

el bloqueo por el Mg2+ (Matsuda et al., 2002; Sasaki et al., 2002). Asimismo, el 

ensamble de las subunidades NR1 con NR3 forma receptores excitadores que 

se activan solamente con glicina (Chatterton et al, 2002). Los canales que 

tienen NR2A o NR2B son más sensibles al bloqueo por Mg2+ que los canales 

que contienen NR2C o NR2D (Liu y Zhang, 2000; Romano et al, 1998). 

Además del sitio de reconocimiento para el glu en la subunidad NR2, el 

receptor posee un sitio de modulación negativo para el Zn2+ y algunas 

poliaminas, como la espermina y espermidina, que gracias a su carga positiva 

aumentan la afinidad del receptor por la glicina (Kew y Kemp, 2005). La glicina 

y/o la D-serina actúan como co-agonistas en un sitio alostérico positivo ubicado 

en la subunidades NR1 y NR3 (Yao y Mayer, 2006; Paoletti y Neyton, 2007). 

Hay cuatro categorías de los antagonistas para los receptores NMDA: los 

fosfonoaminoácidos que compiten por los sitios de reconocimiento del L-Glu 

y/o el NMDA (2-AP5, 2-AP7, CPP, CPP-eno), los que bloquean los sitios de 

unión para el co-agonista glicina (ácido 5,7-dicloro-kinurenato, HA-966), los que 

inhiben el aumento alostérico de la activación del agonista por las poliaminas 

(ifenprodil), y los no competitivos, que bloquean el canal iónico (MK-801, PCP, 

ketamina, fenciclidina, memantina) (Kew y Kemp, 2005; Nankai et al.,1998). 

Los NMDAR se distribuyen diferencialmente en el SNC y tienen diferentes 

patrones de expresión durante el desarrollo dependiendo de la composición de 

las subunidades. Dado que al menos una subunidad NR1 es necesaria para 

que se forme el canal (Monyer et al, 1992), la distribución de esta subunidad es 

homogénea (Michaelis, 1998). Los receptores con NR2A se expresan en la 

corteza cerebral y cerebelar, el hipocampo y el bulbo olfatorio. Los que 

contienen NR2B se expresan predominantemente en el telencéfalo, y en menor 



medida en el diencéfalo y el tallo cerebral; la subunidades NR2C se localizan 

principalmente en las células granulares del cerebelo, y las NR2D se expresan 

en el diencéfalo y el tallo cerebral, principalmente (Michaelis, 1998). Los 

receptores que contienen a la subunidad NR3a se distribuyen de manera 

generalizada en el SNC, mientras que los que contienen NR3b se expresan en 

motoneuronas (Das et al, 1998). En el EPR también se han detectado NMDAR 

(López-colomé et al., 1993; 1994), pero se desconoce la composición de las 

subunidades que los conforman. 

 

Receptores  metabotrópicos 

 
Los receptores metabotrópicos (mGluR) se subdividen en tres grupos con base 

en la analogía de su secuencia de aminoácidos, en sus propiedades 

farmacológicas y en su mecanismo de transducción de señales. La mayoría de 

genes que codifican para los mGlus  generan variantes por corte y empalme 

alternativo que difieren en su dominio carboxilo terminal, siendo mucho más 

grande el dominio de los mGlu1a, mGlu5a y mGlu5b que las otras variantes 

(Fagni et al., 2004). Los mGluR poseen siete dominios transmembranales y un 

sitio de unión del glutamato ubicado en el N-terminal extracelular (Conn y Pinn, 

1997).  

Los mGluR del grupo I (mGlu1 y mGlu5) son receptores acoplados a la 

proteína Gαq, la cual estimula a la fosfolipasa C (PLC) para generar 

diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato (IP3; Conn y Pin, 1997). El DAG 

estimula la actividad de la PKC mediante un notable aumento de la afinidad de 

la enzima por el Ca2+, mientras que el IP3 induce la liberación de Ca2+ a través 

de su interacción con receptores específicos del retículo endoplásmico 

(Michaelis, 1998). Para este grupo, el quiscualato es el agonista más potente, 

seguido por el glutamato, ibotenato y ácido 1-aminociclopentano dicarboxílico 

(1S,3R-ACPD). La expresión de este tipo de receptores ocurre principalmente 

en sitios post-sinápticos (Kim et al, 2008) 

Los del grupo II de mGluR (mGlu2 y mGlu3) son receptores acoplados a 

proteínas Gαi/o, que inhiben  la formación de AMPc. El agonista específico para 

este grupo es el 2R, 4R-APCD. Se localizan tanto en sitios pre como en post-

sinápticos (kim et al, 2008). 



El grupo III (mGlu4, mGlu6, mGlu7 y mGlu8) está constituido por receptores 

acoplados a proteínas Gαi/o, que inhiben  la formación de AMPc mediante la 

interacción directa con proteínas G sensibles a la toxina pertussis (PTX; 

Michaelis, 1998). Los agonistas más eficientes son el 1S, 3R-ACPD, el L-CCG, 

el quiscualato y, en algunas neuronas, el 2-AP4. Este grupo de receptores se 

expresan principalmente en sitios pre-sinápticos, con excepción del mGlu6 que 

se expresa únicamente en la retina (Fagni, 2004; kim et al, 2008). En el EPR se 

expresan mGluR del grupo I, los cuales llevan a la formación de fosfoinosítidos 

(Fragoso y López-Colomé, 1999) y la subsecuente activación de vías de 

señalamiento intracelular.  

Uno de los mecanismos de señalamiento intracelular mediado por la 

estimulación tanto de los iGluR como de los mGluR, es la activación de las vías 

de MAP cinasas, a continuación descrita. 

 

 

MAP cinasas 
 

Entre los mecanismos generales de señalamiento intracelular en las células 

eucariontes están los promovidos por las cinasas de proteína activadas por 

mitógeno (MAPK). Todas las células poseen múltiples vías de MAPK para 

responder coordinadamente a diversos estímulos, entre ellos hormonas, 

factores de crecimiento, citocinas y estrés ambiental (Krishna y Narang, 2008). 

Las MAPK controlan diversas funciones celulares como la proliferación, la 

migración, el metabolismo, la sobrevivencia, la apoptosis y la diferenciación 

celular. Se han descrito seis familias de MAPK en mamíferos: las cinasas 

reguladas por señales extracelulares 1 y 2 (ERK1/2), las cinasas de la porción 

amino terminal de c-jun (JNKs 1, 2 y 3), las p38 (α, ,β, γ, δ), las ERK7/8, las 

ERK3/4 y la ERK5. De éstas, las más estudiadas son ERK1/2, JNK y p38  

(Roux y Blenis, 2004; Krishna y Narang, 2008). 

Las MAPK constituyen un módulo de tres cinasas evolutivamente conservadas, 

que se activan secuencialmente: una MAPK cinasa cinasa (MAPKKK), una 

MAPK cinasa (MAPKK) y una MAPK (figura V). Las MAPKKK son cinasas de 

serina/treonina que se activan por fosforilación o por su interacción con una 

GTPasa como Ras o Rho. La activación de las MAPKKK lleva a la fosforilación 



y activación de las MAPKK, las cuales se activan por fosforilación de serina o 

treonina; son enzimas con especificidad dual para su substrato ya que activan 

por fosforilación a las MAPK en residuos de treonina y tirosina en el motivo Thr-

X-Tyr. Una MAPK se activa una vez que se fosforilan ambos residuos (Thr/Tyr), 

mientras que una MAPKK puede iniciar su activación con la fosforilación de un 

solo sitio (Pearson, et al., 2001). 

 

 

 
Figura V. Diagrama simplificado de las vías principales de MAP cinasas. Cada módulo consta 

de tres cinasas que se activan en cascada (Krishna y Narag, 2008). 

 
 
 

Descripción de la vía de ERK1/2 
 

La vía de señalamiento de ERK 1/2, también conocida como la cascada clásica 

de MAP cinasas, incluye a las MAPKKK A-Raf, B-Raf y Raf-1, a las MAPKK 

MEK1 y MEK2, y a las MAPK ERK1 y ERK2. El mecanismo de activación mejor 

descrito de la cascada Raf/MEK/ERK es a través de la activación de receptores 

con actividad de cinasa de tirosina (RTK) (Roux y Blenis, 2004; figura VI).  



La GTPasa Ras es el vínculo entre los RTK y la activación de Raf/MEK/ERK. 

Ras está unida a la membrana y su activación requiere de factores de 

intercambio de nucléotidos de guanina (GEF) para acelerar la tasa de 

disociación de GDP (Mor y Philips, 2005; McKay y Morrison, 2007). La 

localización de Ras en la cara interna de la membrana plasmática es un 

requisito indispensable para su actividad biológica. Ras se sintetiza en el 

citoplasma como proteína soluble, y requiere de una serie de modificaciones 

postraduccionales que incluye la isoprenilación, proteólisis y metilación, así 

como la adición de dos residuos palmitoilo al extremo C-terminal CAAX de 

algunas isoformas de Ras (N-Ras y H-Ras) para su transporte y anclaje a la 

membrana (Mor y Philips, 2005).  

 

 

 
Figura VI. Mecnismo clásico de activación de la vía de ERK 1/2. La activación de los 

receptores con actividad de cinasa de tirosina (RTK) inducen el reclutamiento de proteínas 

adaptadoras que promueven la activación de la GTPasa Ras, la cual activa la cascada 

Raf/MEK/ERK. Imagen modificada de 

http://journals.cambridge.org/fulltext_content/ERM/ERM4_08/S1462399402004386sup013.gif 

 



 

Al activarse los receptores de fosforilación en tirosina, reclutan a la membrana 

a moléculas de señalamiento o de anclaje que contienen dominios SH2 o PTB, 

entre las que se encuentran Grb2, unida constitutivamente a SOS a través de 

su dominio SH3. SOS es un factor de intercambio de nucleótidos de guanina 

(GEF) que promueve el intercambio de GDP por GTP en Ras. 

Consecuentemente, la activación de los receptores induce la translocación de 

SOS a la membrana y su colocalización con Ras. Una vez activada en la 

membrana, Ras recluta a la cinasa de serina/treonina Raf, para su activación 

por otras cinasas (Morrison y Cutler, 1997). 

Las Raf son cinasas de proteína que fosforilan en residuos de serina/treonina. 

Se conocen tres isoformas, A-Raf, B-Raf y C-Raf (Raf-1). Tienen en común tres 

regiones conservadas, CR1, CR2 y CR3. CR1 contiene el dominio de unión a 

Ras (RBD) y un dominio adyacente rico en cisteína (CRD), ambos esenciales 

para su interacción con Ras (Dhillon y Kolch, 2002; Kolch, 2000). Mientras que 

la región CR2 contiene una secuencia rica en Ser/Thr, en la región CR3 se 

localiza el dominio catalítico de Raf (Chong et al, 2003). Ras puede activar, 

directa o indirectamente, a todas las isoformas  de Raf (Chong et al, 2003). 

Raf-1, la isoforma mejor conocida, se activa mediante varios eventos. La 

proteína reguladora 14-3-3 se une a las serinas 259 y 621 fosforiladas de Raf-1 

lo que inactiva a la cinasa. La activación de Raf-1 ocurre en la membrana una 

vez que Ras desplaza a la 14-3-3 para permitir que las fosfatasas PP1 y PP2A 

desfosforilen a las Ser259 y Ser62 (Jaumot y Hancock, 2001). Posteriormente, 

la fosforilación de la Ser338 y  la Tyr341 activan a Raf-1 sinérgicamente (Kolch, 

2000). Las cinasas de Ser/Thr PAK, activadas por la PI3K, pueden fosforilar la 

Ser338 de Raf-1 (Chaudhary et al, 2000; King et al, 1998). Además de la 

activación por Ras, se ha reportado la cooperación de otras GTPasas, como 

Rho, en la activación de Raf (Li et al, 2001). 

A pesar de que la secuencia primaria de las cinasas Raf está muy conservada, 

las isoformas tienen algunas propiedades funcionales diferentes. Por ejemplo, 

A-Raf activa solamente a MEK1, mientras que Raf-1 activa tanto a MEK1 como 

a MEK2 (Chong et al, 2003). A diferencia de Raf-1, B-Raf se activa 

directamente por la unión de Ras. Además, B-Raf tiene mayor especificidad por 

MEK que Raf-1 (O’Neill y Kolch, 2004). 



Las MEK son las únicas cinasas con actividad dual, ya que fosforilan tanto a 

residuos de Ser/Thr como de Tyr. Se conocen tres isoformas de esta enzima: 

MEK1, MEK1b y MEK2. La activación de MEK1 se lleva a cabo por 

fosforilación de los residuos Ser218 y Ser222 (Yoon y Seger, 2006; Shaul y 

Seger, 2007). La activación de MEK por Raf como consecuencia de la 

estimulación mitogénica requiere su localización en la membrana (O’Neill y 

Kolch, 2004). MEK está unida constitutivamente a la cinasa supresora de Raf, 

KSR, y al dímero de la proteína 14-3-3 que se une a la Ser392 de KSR, 

fosforilada por la cinasa C-TAK1 (Cdc25C-associated kinase 1). En respuesta a 

estímulos, tales como los factores de crecimiento, la fosforilación de la Ser392 

de KSR tiene como consecuencia la disociación de la proteína 14-3-3, así 

como la exposición del dominio C1 de KSR y la secuencia FxFP, reconocida 

por las MAPK. Este cambio de configuración induce la translocación del 

complejo KSR a la membrana, y la colocalización de MEK tanto con su 

activador, Raf, como con su sustrato, ERK1/2 (Müller et al, 2001) 

Los únicos sustratos fisiológicos conocidos  de MEK1/2 son ERK1 y ERK2 

(Yoon y Seger, 2006). MEK activa a ERK1 y a ERK2 mediante la fosforilación 

de los residuos de Tyr 204 y Thr 202, y de Tyr 185 y Thr 183, respectivamente 

(Shaul y Seger, 2007; Yoon y Seger, 2006). A su vez, las cinasas ERK 1/2 

activan a una amplia gama de sustratos tanto membranales como 

citoplásmicos, por fosforilación de residuos de Ser/Thr (Roux y Blenis, 2004).  

En contraste con su interacción en vías de señalamiento activadoras, más 

recientemente se ha documentado la función de ERK en procesos de 

retroalimentación negativa, tanto en la inactivación de Ras, mediante la 

promoción de la disociación de SOS y Grb2 (Kolch et al., 2005), como en la 

regulación de la activación de MEK 1 por fosforilación de la Ser386 (Shaul y 

Seger, 2007). 

 

Sustratos de ERK 1/2 

 

Una vez activadas, las MAPK fosforilan a un gran número de sustratos en 

residuos de serina o de treonina localizados en diferentes compartimentos 

celulares (Rubinfeld y Seger, 2005). Entre los sustratos nucleares de ERK1/2 

están SRC-1, Pax6, NFAT, Elk-1, MEF-2, c-fos, c-jun, c-myc,  STAT3 y CREB 



(Pearson, et al., 2001). Las proteínas del citoesqueleto que fosforila ERK1/2 

son la paxilina y a las subunidades de los neurofilamentos (Chen et al., 2001). 

Algunos de los principales sustratos citoplásmicos de ERK1/2 son la fosfolipasa 

citoplásmica cPLA2, CD120a, Syk y calnexina (Yoon y Seger, 2006), así como 

a otras cinasas activadas por MAPK (MK). La familia de las MK incluye a las 

cinasas de la subunidad ribosomal S6 de 90 kDa, p90RSK (RSK1-4), a las 

cinasas activadas por mitógenos y por estrés (MSK1 y 2), a las cinasas de 

interacción con MAPK (MNK1 y 2), a las cinasas de proteína activadas por 

MAPK 2 y 3 (MK2 y MK3 ó MAPKAP-K2 y MAPKAP-K3), y a las cinasas de 

proteína activadas por MAPK 5 (MK5 o MAPKAP-5) (Krishna y Narag, 2008). 

De esta familia de MK, las RSK son sustratos exclusivos de ERK 1/2 (Roux y 

Blenis, 2004). Cuando una RSK se activa, se transloca al núcleo y fosforila a 

varios sustratos, de los cuales muchos son también substratos de ERK 1/2 y de 

las MSK, tales como los factores de transcripción CREB, Elk-1 y c-Fos, así 

como coactivadores como SRF y CBP (Frödin y Gammeltoft, 1999; Yang, et al., 

1998). 

 

Activación del factor de transcripción CREB 
 

La proteína de unión al elemento de respuesta a AMPc (CREB) es un factor de 

transcripción que pertenece a la familia de proteínas con cremalleras básicas 

de leucina (bZIP). Inicialmente, se pensó que CREB mediaba únicamente 

respuestas a estímulos que elevan la concentración de AMPc; sin embargo, se 

ha demostrado que una amplia gama de estímulos inducen la fosforilación de 

CREB en la Ser133, entre ellos factores de crecimiento, neurotransmisores y 

estrés (Ginty et al., 1994). La activación de CREB induce la transcripción de 

más de 5000 genes, incluyendo ptoto-oncogenes, reguladores del ciclo celular 

como las ciclinas A1 y D2, y genes relacionados con la sobrevivencia y la 

diferenciación celular (Siu y Jin, 2007; figura VII). Asimismo, CREB juega un 

papel importante en el sistema nervioso central en eventos de plasticidad 

sináptica como la memoria y el aprendizaje (Silva et al., 1998). 

 



 
Figura VII. Activación de CREB. La fosforilación de la Ser133 es un requisito para la unión del 

coactivador CBP a CREB, para reclutar a la Pol II en la caja TATA, e inducir la transcripción 

(ver texto). Figura modificada de 

http://www.nature.com/leu/journal/v17/n7/images/2402945f11.gif. 

 

 

La fosforilación de la Ser133 es un requisito para la transcripción de genes 

inducida por CREB. Sin embargo, la actividad y la especificidad se modulan por 

la fosforilación de sitios adicionales de CREB o de las proteínas que se asocian 

a este factor de transcripción (Shaywitz y Greenberg, 1999). CREB se une a su 

secuencia blanco en el DNA como un dímero. La dimerización se lleva a cabo 

mediante un dominio estructural conservado que consta de una repetición de 

siete residuos de leucina (cremallera de leucina o bZIP). La unión al DNA está 

mediada por una región rica en residuos de lisina y arginina cercano a la 

cremallera de leucina en el N-terminal (Shaywitz y Greenberg, 1999). Entre los 

factores de transcripción que contienen bZIP, CREB, ATF1 (factor de 

transcripción activador) y CREM (elemento modulador de respuesta al AMPc) 

constituyen un grupo de proteínas que comparten un alto grado de identidad en 

la región bZIP, lo cual sugiere que los diferentes miembros de 



CREB/ATF1/CREM podrían formar heterodímeros (Shaywitz y Greenberg, 

1999). 

La Ser133 de CREB se localiza en una región llamada dominio de cinasa 

inducible (KID), que abarca múltiles sitios de fosforilación para varias cinasas. 

La proteína de unión a CREB (CBP) es una proteína nuclear que se asocia con 

la Ser133 fosforilada (p-Ser133) de CREB (además de unirse con muchos otros 

factores de transcripción) mediante una región en el N-terminal de CBP 

conocida como dominio de interacción con KID (KIX), esta unión es muy 

importante para la actividad de CREB (figura VII). CBP es homóloga de la 

proteína p300, la cual cumple una función similar a CBP, pero a diferencia de 

ésta, la asociación de p300 con la p-Ser133 no se requiere para la actividad de 

CREB en todos los tipos celulares (Yao et al., 1996). La CBP sirve como un 

puente molecular que le permite a CREB reclutar y estabilizar el complejo 

transcripcional de la RNA polimerasa II (Pol II) en la caja TATA. Funciona como 

un adaptador trancripcional que une a la p-Ser133 a la maquinaria de 

transcripción. El reclutamieto de la Pol II con el complejo CREB/CBP requiere 

que el dominio KID esté fosforilado, y se ha sugerido que la fosforilación de la 

Ser133 es necesaria para reclutar a la Pol II (Nakajima et al., 1997). Además 

de la CBP, p-CREB utiliza como puente para interaccionar con la Pol II a la 

RNA helicasa A (RHA) (Shaywitz y Greenberg, 1999). 

 

Dado que los factores de crecimiento también inducen la activación de CREB, 

se ha descrito que este factor de transcripción, de manera dependiente de la 

fosforilación de la Ser133, juega un papel crítico en mediar la inducción de la 

transcripción del gene c-fos en respuesta a factores de crecimiento (Bonni et 

al., 1995). Para activar la transcripción de c-fos, CREB coopera con un factor 

de transcripción complejo compuesto por Elk1 y el factor de respuesta al suero 

(SRF) que se unen al elemento de respuesta al suero (SRE) en el promotor de 

c-fos (Xing et al., 1996). En neuronas corticales primarias, el factor neurotrófico 

derivado del cerebro (BDNF), mediante el aumento del Ca2+ intracelular, activa 

vías de señalamiento que inducen la fosforilación de la Ser133 y la 

transcripción dependiente de CREB (Finkbeiner et al., 1997). 

En el sistema nervioso, la despolarización de la membrana permite la entrada 

de Ca2+ extracelular mediante diferentes mecanismos. Por ejemplo, la 



activación de los canales de Ca2+ sensibles al voltaje (VSCC), la activación de 

los receptores de glutamato del tipo NMDA; o bien, la activación de receptores  

acoplados a proteínas G que conducen al aumento del Ca2+ intracelular 

proveniente del retículo endoplásmico. Se ha demostrado que este flujo de 

Ca2+ activa a CREB induciendo la fosforilación de la Ser133, así como su 

interacción con la CBP mediante los dominios KID y KIX (Shaywitz y 

Greenberg, 1999). Asimismo, el aumento de Ca2+ intracelular activa la 

transcripción de c-fos a través del elemento de respuesta al Ca2+ (CaRE) 

(Greenberg et al., 1986), cuyo factor de unión es CREB (Sheng et al., 1990). 

 

Cinasas que activan a CREB 

 

Existen varias cinasas que fosforilan a CREB, algunas de las cuales responden 

al aumento del Ca2+ intracelular. Entre éstas están las cinasas dependientes de 

Ca2+/Calmodulina I, II y IV (CaMKI, II y IV), las RSKI, 2 y 3, la PKC y la PKA 

(Shaywitz y Greenberg, 1999). Las cinasas mejor caracterizadas que 

responden al Ca2+ y que activan a CREB son las cinasas dependientes de 

Ca2+/CaM (CaMK). El aumento en la concentración de Ca2+ intracelular 

promueve la unión de la calmodulina (CaM) al Ca2+. El complejo Ca2+/CaM 

activa directamente a la CaMKII, o mediante la activación de una cinasa de la 

CaMK (CaMKK) a las CaMKI y CaMKIV (Soderling, 1999). La secuencia que 

contiene a la Ser133 corresponde al sitio consenso para la fosforilación por las 

CaMK (RXXS). Aunque se ha reportado que in vitro las CaMKI, II y IV fosforilan 

la Ser133, cada vez hay mayor evidencia de que la familia de las CaMKIV son 

las que activan a CREB en respuesta a la entrada de Ca2+. Lo anterior se 

justifica porque la cinética de activación de la CaMKIV corresponde con la 

fosforilación de la Ser133 de CREB (Bito et al., 1996) y la localización de la 

CaMKIV es nuclear, igual que CREB (Hardingham et al., 1997). 

Adicionalmente, se sabe que la CaMKII fosforila a CREB en un segundo sitio, 

la Ser142, situada en el dominio KID. Sin embargo, su función es inhibir la 

actividad de CREB, ya que evita la interacción de la CBP con CREB (Wu y 

McMurray, 2001). 

Las cinasas de la familia RSK, substratos de ERK1/2, una vez activadas se 

translocan al núcleo y fosforilan a CREB en la Ser133. Entre otros 



coactivadores, las RSK fosforilan a CBP y a P300. Adicionalmente, las cinasas 

activadas por mitógenos y por estrés MSK1 y 2 también fosforilan a CREB en 

el mismo sitio (Frödin y Gammeltoft, 1999). 

 

Activación de la cascada Ras/Raf/MEK/ERK por otras cinasas 
 

La vía de ERK 1/2 puede ser activada por otras vías de señalamiento, como las 

PKC, las CaMK y las PI3K. Varios reportes indican que todas las isoformas de 

las PKC activan la cascada Ras/Raf/MEK/ERK: las convencionales y las 

nuevas activan la vía a partir de Raf, mientras que las atípicas lo hacen por la 

activación directa de MEK 1/2, independiente de Raf (Schönwasser, et al., 

1998). Existe evidencia tanto de la fosforilación directa de Raf por isoformas de 

la PKC (Kolch et al., 1993) como su activación indirecta.  

La PKCα activa a Raf-1 directamente por fosforilación en la Ser499 (Kolch et 

al., 1993). Esta isoforma también activa a MEK 1/2 de manera independiente 

de Raf (Wen-Sheng, 2006), sin embargo el mecanismo de activación se 

desconoce. La PKCε fosforila a Raf-1 (Cheng et al., 2001; Lee et al., 2003) en 

residuos de serina (Cai, et al., 1997). La PKC δ activa a Raf, 

independientemente de Ras (Ueda, et al., 1996).  

La activación de la vía de ERK 1/2 por la PKCζ independiente de Ras, depende 

de la PI3K (Takeda et al., 1999), mediada por la actividad de la PDK-1 (Le 

Good et al., 1998). Se ha propuesto que la PKCζ se activa por fosfatidilinositol 

3, 4, 5-trifosfato (PIP3) (Nakanishi et al., 1992), sin embargo, estos fosfatos de 

inositol, producto de la PI3-K, no son suficientes para activarla, sino que la 

reclutan en la membrana para que la PKD-1 la active (Le Good, et al., 1998). 

Esta activación de la PKCζ lleva a la activación de MEK 1/2 (Takeda, et al., 

1999), sin embargo, la fosforilación directa de MEK por la PKCζ no se ha 

demostrado. 

La activación de las cinasas dependientes de Ca2+/CaM también puede activar 

la vía de ERK 1/2. Aunque se sabe poco al respecto, se ha demostrado que la 

activación de la CaMKI por la CaMKK media la activación de ERK 1/2 a través 

de Ras (Schmitt et al., 2004), mientras que  la CaMKII lo hace mediante la 

activación directa de Raf (Illario et al., 2003). La activación indirecta de la vía 

de ERK 1/2 por la CaMKII puede llevarse a cabo a través de proteínas 



activadas por Ca2+, como las cinasas de tirosina Pyk2 y Src (Keely et al., 2000; 

Ginnan y Singer, 2002), que activan la vía mediante la transactivación de 

receptores con actividad de cinasa de tirosina (Shah y Catt, 2002). 

La cascada de Raf/MEK/ERK puede ser activada, además de Ras, por otras 

GTPasas, como Rac, que pertenece a la familia de Rho. Rac a través de la 

cinasa de Ser/Thr PAK1, activa a Raf-1 por fosforilación en la Ser338 

(Chaudhary et al, 2000; Symons, 2000). Recientemente se describió que PAK1 

fosforila a MEK1 en la Ser298 (Slack-Davis et al, 2003) para promover su 

autofosforilación en el loop de activación (Ser218/Ser222) (Park et al, 2007). 

 

Activación de la vía de ERK 1/2 por receptores de glutamato 
 

La vía de ERK 1/2 participa en la proliferación y migración de neuronas durante 

el desarrollo del SNC. Sin embargo, en neuronas maduras esta vía está juega 

un papel muy importante en la plasticidad sináptica (Thomas y Huganir, 2004). 

ERK1 y ERK2 se expresan de manera abundante en el SNC y se activan en 

respuesta al señalamiento por glutamato durante procesos fisiológicos 

normales y patológicos. La activación de ERK 1/2 en respuesta a la 

despolarización de la membrana o al señalamiento por glutamato procede por 

una vía diferente de la clásica, descrita anteriormente. Estos estímulos, propios 

de neuronas, activan a ERK 1/2 mediante el flujo de Ca2+, el cual entra por la 

activación de los NMDAR o por canales de Ca2+ activados por voltaje (Thomas 

y Huganir, 2004). 

Varios estudios han documentado la fosforilación rápida y transitoria de ERK 

1/2, en respuesta a la activación de los NMDAR, la cual está controlada por 

STEP, una fosfatasa de tirosina que depende de la calcineurina para su 

desfosforilación/activación. Al parecer, STEP inicia la desfosforilación de ERK y 

posteriormente actúan la fosfatasas PP2A y MKP3 (Zhou et al., 2002). Uno de 

los principales mecanismos de activación de ERK 1/2 está mediado por las 

CaMK, por ser las principales cinasas sensibles al Ca2+ (Soderling y Stull, 

2001). La cinasa fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K) también contribuye a la 

activación de ERK 1/2 inducida por NMDA (Wang et al., 2007; Takeda et al., 

1999), pero su mecanismo de acción no se conoce. 



En algunos subtipos de neuronas, el flujo de Ca2+ activa a las adenilil ciclasas 

sensibles al Ca2+, promoviendo la formación de AMPc y la subsecuente 

activación de la cinasa de proteína A (PKA), la cual puede entrar al núcleo y 

fosforilar a CREB en la Ser133 (Chawla et al., 1998). Sin embargo, en el EPR 

esta vía inhibe a ERK y evita la proliferación (Hecquet et al., 2002). 

El aumento de Ca2+ también puede activar a la GTPasa Ras mediante 

diferentes mecanismos, entre los cuales están las cinasas de tirosina que se 

activan por Ca2+, Pyk2 y Src. Estas cinasas fosforilan a la proteína adaptadora 

Shc, la cual conduce a la activación de Ras (Takai et al., 2001). Otro 

mecanismo esta mediado por factores de intercambio de nucleótidos de 

guanina (GEF) p140 Ras-GRF1 y p130 Ras-GRF2. Estos GEF contienen 

dominios de unión a calmodulina, por lo que activan a Ras en respuesta al 

aumento de Ca2+ (Thomas y Huganir, 2004). Asimismo, la despolarización de la 

membrana induce la fosforilación del receptor EGF de manera independiente 

del ligando. Este mecanismo indirecto, induce al complejo Shc/Grb2/Sos a 

activar a Ras en la membrana (Rosen y Greenberg, 1996), cuya cascada de 

activación (Ras/ERK) se requiere para mantener la fosforilación de la Ser133 

de CREB (Shaywitz y Greenberg, 1999).  

 

Los receptores de AMPA también activan la vía de ERK 1/2. Las principales 

cinasas que intervienen en el señalamiento por estos receptores son la CaMKII 

y la PI3K (Perkinton et al., 1999; Agell et al., 2002). El mecanismo de activación 

de esta vía se lleva a cabo por AMPAR que son permeables a Ca2+, o bien, 

mediante la activación de canales de Ca2+ activados por voltaje (Tian y Feig, 

2006). 

Los mGluR del grupo I activan a ERK 1/2 mediante dos mecanismos 

diferentes, uno de ellos involucra al Ca2+ y está mediado por la PLCβ, que 

promueve la producción de DAG e IP3, éste último induce la salida de Ca2+ del 

RE, el cual lleva la activación de ERK 1/2. El DAG, también contribuye a la 

activación de la vía mediante la activación de las PKC (Wang et al., 2007). Otro 

mecanismo, independiente de Ca2+, y que es el principal en la contribución a la 

activación de ERK 1/2, involucra la transactivación de receptores con actividad 

de cinasa de tirosina (RTK; Kim et al., 2008). Esta vía requiere la activación de 



las subunidades Gβγ de las proteínas G triméricas, y de la cinasa de tirosina 

Src, pero no de la PLC ni del Ca2+ (Wang et al., 2007). 

 



ANTECEDENTES 
 

Se ha demostrado la presencia de receptores de glutamato en las células del 

epitelio pigmentado de la retina de pollo  (López-Colomé et al., 1993) y de 

humano (López-Colomé et al., 1994), ambos con características 

farmacológicas similares. Asimismo, se sabe que el glutamato, mediante el 

aumento de la expresión del factor de crecimiento fibroblástico básico (bFGF), 

aumenta la proliferación de estas células (Uchida et al., 1998). Por otro lado, se 

sabe que en algunas enfermedades oculares en las que hay desprendimiento 

de la retina aumenta la concentración de glutamato en el humor vítreo (Barber, 

2003; Marc et al., 2004; Diederen et al., 2006); y varios estudios han 

demostrado que el glutamato, mediante la activación de sus receptores 

ionotrópicos y metabotrópicos, activan la vía de las MAP cinasas ERK 1/2 

(Thomas y Huganir, 2004; Wang et al., 2007).  

 

 

HIPOTESIS 
 

Dado que la activación de las MAP cinasas ERK 1/2 regula la progresión del 

ciclo celular, y que esta vía responde positivamente a la estimulación de los 

receptores de glutamato, la hipótesis de este trabajo es que el glutamato, el 

cual aumenta su concentración en la cavidad vítrea en condiciones patológicas, 

participa en la inducción de la proliferación de las células del EPR mediante la 

estimulación de receptores específicos; y que la activación de estos receptores 

llevan a la activación de la vía de ERK 1/2 para inducir la proliferación. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 



OBJETIVOS 
 

1. Analizar el efecto del glutamato sobre la proliferación celular, usando como 

sistemas modelo los cultivos primarios del epitelio pigmentado de la retina de 

pollo y la línea celular derivada de humano ARPE-19. 

 

2. Caracterizar la activación de la vía de ERK1/2 cuando se estimula 

farmacológicamente a los subtipos de receptores de glutamato. 

 

3. Evaluar la contribución de la vía de ERK1/2, activada por glutamato, en la 

proliferación de las células del EPR. 

 



MATERIALES Y METODOS 
 

Cultivo de células de EPR 

 
El cultivo primario de epitelio pigmentado de la retina de pollo se llevó a cabo 

con un método descrito previamente (López-Colomé et al., 1993). A los 

embriones de pollo de siete días de desarrollo se les extrajo la copa óptica. En 

condiciones de esterilidad,  se hizo un corte ecuatorial y se extrajo el EPR de la 

parte posterior. El tejido se lavó con buffer de bicarbonatos Ringer Krebs 

(RKB), pH 7.4, el cual contiene NaCl 118 mM, KH2PO4 1.2 mM, KCl 4.7 mM, 

CaCl2 2.5 mM, MgSO4 1.17 mM, glucosa 5.6  mM, NaHCO3 34.5 mM y 1% de 

antibiótico penicilina-neomicina-estreptomicina (PNS). Se centrifugó  5 minutos 

a 1000 rpm a temperatura ambiente. Este lavado se repitió 4 veces. 

Posteriormente, se  agregó tripsina al 0.13 % en PBS durante 10 minutos a 37° 

C, agitando de dos a tres veces durante la incubación para disociar el tejido. 

Para detener la reacción de la tripsina, se agregó medio Opti-Mem (GibcoBRL) 

con 4% de suero fetal bovino (FBS) y 1% PNS a 37° C. Se volvió a centrifugar 

la suspensión; el sobrenadante se eliminó por decantación. Al pellet obtenido 

se le agregó Opti-Mem con 4% FBS y se homogenizó antes de pasarlo por una 

malla de nylon de 50 µm de poro. Se tomaron 20 µl para cuantificar  las células. 

Las células se sembraron en multipozos de 3.5 mm de diámetro (Corning) a 

una densidad de 5x105 células por pozo, y se incubaron a 37° C en Opti-Mem 

con 4% FBS y antibiótico, en una atmósfera de 5% de CO2 hasta su uso (3-5 

días). La morfología de las células se evaluó por microscopía óptica. La línea 

celular, ARPE-19 (ATCC), derivada de EPR humano se sembró en medio D-

MEM/F12 (ATCC) suplementado con 4% de FBS, como se ha reportado 

previamente (Dunn et al., 1996) 

 

Ensayos de proliferación celular 

 

La proliferación de las células de EPR se midió por la incorporación de timidina 

tritiada. Las células se sembraron en medio Opti-Mem con 4% FBS y se 

mantuvieron así durante 24 horas. Este medio se reemplazó por uno que 

contenía 1% de FBS y se matuvo durante 12 horas. Posteriormente, se le 



agregó al medio el estímulo: L-glutamato 1 mM, amino-ciclopentano-1,3-ácido 

dicarboxílico (ACPD) 150 µM, α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionato 

(AMPA) 150 µM, o N-metil-D-aspartato (NMDA) 150 µM (Sigma, Tocris). 

Cuando se utilizaron antagonistas de los receptores de glutamato o los 

inhibidores de las vías, se incubaron tres horas antes que los agonistas: α-

Metil-4-carboxifenilglicina (MCPG; 50 µM); 6-Ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-diona 

(CNQX; 10 µM); maleato de dizocilpina (MK-801, 10 µM); inhibidores de las 

CaMK KN-62 o KN-93 10 µM (Tocris). Después de 24 horas del estímulo, se 

agregó 0.5 µCi/ml de timidina-[3H] (PerkinElmer; 16 Ci/mmol) y se incubó 

durante 16 horas, aproximadamente. Posteriormente, los cultivos se lavaron 

dos veces con PBS y se incubaron 1 hora con ácido tricloroacético 10%; se 

solubilizaron en sodio dodecil sulfato (SDS) 0.5%. Las muestras se recuperaron 

en tritosol y se cuantificaron en un contador de centelleo líquido (Beckman). 

 

Protocolo de estimulación de ERK 

 

A las células cultivadas durante 4 días en presencia de 4% de FBS, se les privó 

de suero durante 12 horas. Posteriormente, se estimularon con glutamato 1 

mM o con 150µM de los agonistas de los receptores de glutamato, antes 

mencionados, durante 10 minutos. Cuando se probaron los antagonistas de los 

receptores de glutamato o los inhibidores de MEK PD98059 (30 µM), y de las 

CaMK KN-62 o KN-93 (10 µM), se adicionaron al medio tres horas antes que 

los agonistas. Al final del estímulo, las células se lisaron en buffer Tris-HCl 50 

mM, pH 7.4, el cual contiene: NaCl 150 mM, EDTA 10mM, SDS 0.1%, Tritón X-

100 1%, Chaps 1%, NP40 0.5%, BSA 0.1%, coctel de inhibidores de proteasas 

10%, β-glicero-fosfato 40 mM, y pirofosfato de sodio 10 mM (Sigma). 

 

Inmunoprecipitación de ERK 

 

La suspensión obtenida de los lisados se incubó con perlas de sefarosa 

acopladas a proteína A a 4ºC durante una hora para el pre-cleaning o pegado 

inespecífico de la suspensión a las perlas. Se centifugó y se recuperó el 

sobranadante. Las perlas se incubaron a 4ºC durante una hora con el 



anticuerpo policlonal anti-ERK1/2 (Calbiochem; 10 µg/ml) para la formación de 

los complejos inmunes, los cuales se adicionaron al sobrenadante obtenido del 

pre-cleaning. Se incubaron las muestras a 4ºC durante 3 horas para la 

inmunoprecipitación. Posteriormente, se lavaron tres veces con el buffer de lisis 

utilizado para inmunoprecipitar y se usaron para los ensayos de activación de 

ERK1/2. 

 

Ensayo de activación de ERK1/2 

 

Las muestras de ERK1/2 inmunoprecipitada se lavaron 3 veces en buffer 

Hepes 20 mM, pH 8.0, el cual contiene: MgCl2 10 mM, DTT 1mM, EGTA 0.5 

mM, y ATP 40 µM. A las muestras se les adicionó 5 µCi de ATP-[32P] 

(PerkinElmer Life Science; 6000Ci/mmol), y se incubaron a 37ºC durante 10 

minutos. Para detener la reacción, se adicionó buffer Hepes con ATP 40 µM, 

este lavado se repitió tres veces. Posteriormente, se resuspendieron las 

muestras en buffer Laemmli: Tris-HCl 0.75 M, pH 8.8, SDS 5%, glicerol 20%, 

azul de bromofenol 0.01%, y se hirvieron durante 5 minutos. 

 

Western Blot 

 

Después del ensayo de activación de ERK1/2, las muestras se separaron por 

electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10 %, seguida de 

electrotransferencia a membranas de difluoruro polivinildieno (PVDF; 

Amersham Biosciences). Las membranas se expusieron en película 

radiográfica Kodak®. Después de la autorradiografía, se incubaron las 

membranas en buffer de bloqueo Tween-TBS (Tris-HCl 20 mM, pH 7.5, NaCl 

50 mM) con leche 5% y BSA 2% a temperatura ambiente durante una hora. 

Posteriormente, se incubaron con el anticuerpo primario anti-ERK1/2 (dilución 

1: 5000) (Calbiochem) durante una hora a temperatura ambiente. Las 

membranas se lavaron cinco veces con TTBS, y se incubaron en el anticuerpo 

secundario anti-IgG de conejo acoplado a peroxidada (Zymed Laboratories, 

Inc.) (dilución 1:10000). Se reveló con un kit de quimioluminiscencia (ECL; 

Amersham Biosciences). La densidad de las bandas se cuantificó usando el 



software de análisis Quantity One 1-D (Bio-Rad). Para la detección de anti p-

CREBSer133 (Cell Signaling) se utilizó el mismo protocolo. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



RESULTADOS 
 

1. La activación de los receptores de glutamato aumenta la proliferación 

de las células del EPR. 

 

Para estudiar el efecto del glutamato sobre la proliferación, se cultivó a las 

células de EPR de pollo y ARPE-19 en presencia de glutamato 1 mM. La 

proliferación se determinó mediante la incorporación de timidina tritiada, ya que 

esta técnica permite medir la síntesis de DNA. Se usaron como control cultivos 

sin estimular con glutamato. Los resultados muestran un incremento del 100% 

en la proliferación de las células que se mantuvieron en medio con glutamato 

1mM durante 36 horas, con respecto a los controles (figura 1). Dado que las 

células de EPR de pollo requieren de suero para sobrevivir, la proliferación se 

midió en presencia de 1% de suero (Figura 1A). Para comprobar que el 

glutamato tiene un efecto en la proliferación, adicional al efecto del suero, se 

llevaron a cabo los mismos ensayos en la línea celular ARPE-19 en ausencia 

total de suero, ya que estas células sí sobreviven en esas condiciones (Figura 

1B). Para identificar la contribución de cada subtipo de receptor sobre la 

proliferación, se cultivó a las células en presencia de agonistas de glutamato 

(150µM). Se utilizó ACPD, un agonista para los receptores metabotrópicos del 

grupo I, AMPA, un agonista de los receptores ionotrópicos de tipo AMPA/KA, y 

NMDA agonista este subtipo de receptor. Los resultados demuestran que el 

ACPD y el NMDA aumentan significativamente la proliferación, mientras que el 

AMPA no tiene nungún efecto. Este mismo protocolo se aplicó a los cultivos de 

ARPE-19, y los resultados son similares. Estos datos indican que los 

receptores metabotrópicos del tipo I y los de NMDA están involucrados en la 

proliferación inducida por glutamato. 

 

 



 
 
Figura 1. Efecto del glutamato sobre la proliferación de las células del EPR. Las células se 

cultivaron en presencia de glutamato 1 mM o con los agonistas de los receptores de glutamato 

(150µM) ACPD, AMPA, o NMDA durante 24 horas; se incubaron durante 16 horas más con 

[3H]-timidina. A: células de EPR de pollo; B: línea celular ARPE-19. Los valores expresan la 

media ± E.S.M. de tres experimentos independientes. GLU, glutamato; MLS, medio libre de 

suero. 



2. La proliferación inducida por glutamato se inhibe con antagonistas 

específicos de los subtipos de receptores. 

 

Para comprobar la especificidad de la contribución de los subtipos de 

receptores de glutamato (GluR) sobre  la proliferación, se trató a las células en 

cultivo con antagonistas específicos de los subtipos de GluR. Se utilizó MCPG, 

un antagonista para los receptores metabotrópicos, CNQX, que antagoniza el 

efecto del AMPA/KA, y MK-801, un bloqueador del canal del NMDAR. Los 

resultados demuestran que la MCPG y el MK-801 evitan la proliferación 

inducida por el glutamato (Figura 2). Esto confirma que el glutamato estimula la 

proliferación mediante la activación de los receptores metabotrópicos y los de 

NMDA. Aunque la estimulación específica de los receptores de AMPA no 

promueve la proliferación, el antagonista específico de este receptor sí evitó la 

proliferación inducida por el glutamato. Este efecto podría explicarse por el 

hecho de que las quinoxalinas, como la CNQX y la NBQX, además de inhibir a 

los receptores de AMPA, inhiben de manera no competitiva a los receptores de 

NMDA, ya que interaccionan con el sitio de la glicina (Michaelis, 1998). 

 

 



Figura 2. La proliferación inducida con glutamato se inhibe con los antagonistas selectivos de 

los subtipos de receptores de glutamato. Los antagonistas MCPG (50µM), CNQX (10µM), y 

MK801 (10µM) se incubaron durante tres horas antes del estimular con glutamato 1mM. La 

[3H]-timidina se agregó 24 horas después del estímulo y se mantuvo durante 16 horas. Los 

valores expresan la media ± E.S.M. de tres experimentos independientes. 

 

 

3. La activación de los receptores de glutamato estimula la fosforilación 

de ERK1/2. 

 
Las MAP cinasas ERK 1/2 son una de las principales vías involucradas en la 

proliferación celular (Pearson et al., 2001), y se activan en respuesta a 

neurotransmisores como el glutamato (Wang et al., 2007). Para estudiar la 

activación de ERK 1/2 por glutamato en las células del EPR se utilizaron 

ensayos de activación in vitro de una cinasa. Como se muestra en la figura 3A, 

la estimulación con 1mM de glutamato aumenta transitoriamente la fosforilación 

de ERK 1/2 en células de EPR. La fosforilación máxima de ERK1/2 es a los 10 

minutos y regresa al estado basal a los 30 minutos después de la estimulación. 

Un dato que no se esperaba es que en las muestras de pollo se detecta 

solamente una banda de ERK, que corresponde a ERK 2. Por esta razón, y 

para descartar un problema en la técnica utilizada, se analizaron muestras de 

ARPE-19 para detectar a ERK total mediate Western Blot. Como se observa en 

la figura 3B, en la muestra ARPE-19 sí se detecta el doblete clásico de 

p44/p42, lo cual sugiere una diferencia de la expresión de ERK relacionada con 

la especie, o bien, que el epitope reconocido por el anticuerpo no está presente 

en la secuencia de ERK 1 en el pollo. Sin embargo, este dato habrá que 

tomarlo con cuidado, puesto que no se analizó a detalle la expresión de las 

isoformas de ERK en las especies estudiadas. 

Asimismo, se activó a ERK 1/2 estimulando con los agonistas de glutamato 

ACPD, AMPA y NMDA (150µM). Los resultados coiciden con el efecto del 

glutamato sobre la proliferación, ya que el ACPD y el NMDA activan a ERK 1/2, 

mientras que el AMPA no tiene ningún efecto (Figura 4A). La especificidad de 

los subtipos de receptores se evaluó mediante el uso de los antagonistas para 

cada subtipo de receptor. Como se observa en la figura 4B, el antagonista de 



los mGluR, MCPG, y el de los NMDAR, MK-801, evitan la fosforilación de 

ERK1/2 inducida por glutamato. Este resultado sugiere que el glutamato 

estimula la proliferación del EPR a través de la activación de ERK1/2 mediada 

por los receprotes metabotrópicos y los de tipo NMDA. 

 
Figura 3. La estimulación de los receptores de glutamato induce la activación de las MAP 

cinasas ERK1/2. A: la activación máxima de ERK se observa a los 10 minutos de estimulación 

con glutamato 1 mM. La gráfica muestra el análisis densitométrico de los inmunoblot; los 

valores expresan la media ± E.S.M. de tres experimentos independientes. B: el análisis de la 

expresión de ERK1/2 en pollo y en ARPE-19 muestra que ERK1 no se detecta en el EPR de 

pollo. 



4. La activación de ERK1/2 se requiere para la proliferación del EPR 

inducida por glutamato. 

 

Para demostrar la relación causa-efecto entre la fosforilación de ERK 1/2  y la 

proliferación inducidas por glutamato, se evaluó el efecto del inhibidor de MEK 

1/2, PD98059 (30µM), sobre la proliferación y la activación de ERK, ya que el 

único sustrato conocido de MEK 1/2 es ERK 1/2 (Yoon y Seger, 2006). Como 

se muestra en los resultados, el PD98059 inhibió tanto la proliferación (Figura 

5A) como la fosforilación de ERK (Figura 5B) inducidas por la estimulación de 

los receptores metabotrópicos (mGluR), mientras que este inhibidor no modificó 

el efecto del NMDA en ningún caso (Figuras 5A y B). Esto sugiere que el 

glutamato activa dos vías de señalamiento diferentes para inducir la 

proliferación: por un lado, la estimulación de los mGluR induce la proliferación 

mediante la activación de la vía de MEK/ERK; mientras que la estimulación de 

los receptores de NMDA promueve la proliferación por un mecanismo diferente, 

que posiblemente involucre la entrada de Ca2+ a través del canal, esto se 

infiere por el uso del MK-801, que evita la entrada de Ca2+ por el canal. 

 

5. La proliferación del EPR inducida por glutamato involucra a las CaMK. 

 

Se ha demostrado que la fosforilación de ERK inducida por la activación de los 

receptores de NMDA en neuronas requiere de la activación de las cinasas 

dependientes de Ca2+/Calmodulina (CaMK) (Illario et al., 2002; Schmitt et al., 

2005). Dado que ni la proliferación, ni la fosforilación de ERK inducidas por 

NMDA se bloquearon con el inhibidor de MEK, se probó el efecto de los 

inhibidores de las CaMK, KN-62 y KN-93, sobre la proliferación y la fosforilación 

de ERK inducidas por glutamato, ACPD y NMDA. Los resultados demuestrsn 

que el KN-62 (10µM), no sólo evitó la proliferación inducida por los agonistas, 

sino que disminuyó la proliferación más allá de los controles basales (Figura 

6A). Como se observa en la figura 6B, la activación de ERK inducida por ACPD 

también se inhibió con el KN-93, lo cual sugiere que las CaMK contribuyen en 

el señalamiento de los mGluR a la activación de ERK para inducir la 

proliferación. Sin embargo, aunque la inhibición de las CaMK evitó la 

proliferación inducida por NMDA (6A), el KN-93 no evitó la fosforilación de ERK 



inducida por ese agonista (6B). Esto indica que el NMDA puede estimular la 

proliferación mediante un mecanismos de señalamiento independiente de MEK 

1/2, mediado por las cinasas dependientes de Ca2+/CaM. 

 

6. El glutamato estimula la fosforilación de CREB mediante la activación 

de ERK1/2. 

 

Dado que se ha demostrado que la estimulación de los receptores de 

glutamato en neuronas induce la fosforilación de la Ser133 del factor de 

transcripción CREB mediante un mecanismo dependiente de ERK1/2 

(Vanhoutte et al., 1999), en este trabajo se analizó el efecto del glutamato 

sobre la fosforilación de CREB. Como se observa en la figura 7A, la 

fosforilación de CREB se detecta desde los 5 minutos de estimulación con 

glutamato, alcanza un valor máximo a los 10 minutos, y regresa al nivel basal a 

los 30 minutos. Este estímulo se llevó a cabo con ACPD y con NMDA a los 10 

minutos, y se inhibió con los antagonistas MCPG y MK-801, para bloquear a 

los receptores metabotrópicos y a los de NMDA, respectivamente (Figura 7B). 

Los efectos observados son similares a los correspondientes en la activación 

de ERK 1/2. 

En la figura 8 se muestra que la fosforilación de CREB inducida con glutamato 

y ACPD se evitó con el inhibidor de MEK 1/2, PD98059. Dado que ni la 

activación de ERK 1/2 ni la proliferación inducida con NMDA se evitaron al 

inhibir la vía de ERK 1/2, pero la proliferación se inhibió con el KN-62, se probó 

el efecto de este fármaco sobre la fosforilación de CREB inducida con NMDA. 

Como se observa en la figura 8B, el inhibidor de las CaMK no previno la 

activación de CREB inducida con el NMDA. Este resultado demuestra que el 

glutamato estimula la proliferación de las células del EPR a través de la 

activación de diferentes vías. Mientras que el grupo I de los mGluR involucra la 

activación de MEK/ERK/CREB, los receptores de NMDA requieren de la 

activación de las CaMK, pero la activación de ERK 1/2 no se relaciona con la 

proliferación observada. 



 
Figura 4. La estimulación de los subtipos de receptores de glutamato activan a ERK en las 

células del EPR. A: Los agonistas específicos de los mGluR (ACPD) y los iGluR (AMPA y 

NMDA) aumentan diferencialmente la fosforilación de ERK. B: la estimulación por glutamato se 

inhibe con los antagonistas de los mGluR (MCPG) y de los NMDAR (MK-801). Las gráficas 

representan el análisis densitométrico de los inmunoblots; los valores expresan la media ± 

E.S.M. de tres experimentos independientes. 



 
Figura 5. El glutamato estimula la proliferación a través de la activación de ERK. A: el inhibidor 

de MEK, PD98059 (PD; 30µM), inhibe la proliferación inducida por glutamato y por ACPD. B: El 

PD98059 evita la fosforilación de ERK inducida por los mGluR, pero no la inducida por los 

NMDAR. La gráfica  representa el análisis densitométrico del inmunoblot. Los valores expresan 

la media ± E.S.M. de tres experimentos independientes. 



 
Figura 6. Las CaMK están involucradas en la proliferación inducida por glutamato en las 

células del EPR. Los inhibidores de las CaMK, KN-62 o KN-93, se incubaron durante 3 ahoras 

antes de la estimulación con los agonistas correspondientes. A: El KN-62 (KN; 10µM) evita la 

proliferación inducida por la activación de los mGluR (ACPD) y los NMDAR. B: El KN-93 (KN; 

10µM) evita la fosforilación de ERK inducida por ACPD, pero no la inducida por NMDA. Los 

valores expresan la media ± E.S.M. de tres experimentos independientes. 



 
Figura 7. La estimulación de los mGluR y los NMDAR inducen la activación de CREB. A: el 

glutamato 1 mM estimula la fosforilación de CREB temporalmente; la activación máxima es a 

los 10 minutos. B: Los antagonistas de los mGluR (MCPG) y los NMDAR (MK-801) inhiben la 

activación de CREB inducida por glutamato. Las gráficas muestran el análisis densitométrico 

de los inmunoblot normalizados con respecto a actina. Los valores expresan la media ± E.S.M. 

de tres experimentos independientes. 



 
 
Figura 8. La activación de CREB inducida por glutamato está mediada por la activación de la 

vía de MEK/ERK. El PD98059 se incubó durante 3 horas previas a la estimulación con los 

agonistas correspondientes. A: El PD98059 inhibe la fosforliación de CREB inducida por 

glutamato y por ACPD. B: La fosforilación de CREB inducida por NMDA no se inhibe con el 

inhibidor de las CaMK, KN-62. Las gráficas muestran el análisis densitométrico de los 

inmunoblot normalizados con respecto a actina. Los valores expresan la media ± E.S.M. de tres 

experimentos independientes. 

 

 

 

 

 

 



DISCUSION 
 

Las alteraciones de la barrera hematorretiniana pueden llevar al desarrollo de 

retinopatías en las que el epitelio pigmentado de la retina (EPR) juega un papel 

importante. La degeneración de la retina como consecuencia de la interrupción 

de esta barrera resulta en la pérdida de la visión. La vitreorretinopatía 

proliferativa (VRP) es la principal enfermedad en la que se ha estudiado la 

importancia del EPR (Pastor et al, 2002). Dado que estas células proliferan 

rápidamente en la cavidad vítrea y forman membranas que se contraen 

generando el desprendimiento de la retina, es de gran importancia identificar 

los factores que intervienen. La proliferación es un proceso clave en el 

desarrollo de la VRP, ya que al ser más abundantes las células en la cavidad 

vítrea (Fisher et al., 1991), ejercen una mayor tracción de la retina, generando 

ceguera permanente.  

Existen varios trabajos enfocados en el estudio de la proliferación del EPR 

durante esta patología, la mayoría centrados en el estudio de factores de 

crecimiento detectados en el vítreo de pacientes con VRP. Al parecer, varios 

factores están involucrados en la proliferación y la transformación de las 

células del EPR (Holtkamp et al., 2001; Campochiaro, 1998). Aunque no se ha 

determinado la concentración del glutamato en las membranas formadas 

durante la VRP, se ha observado un incremento en los niveles de este 

aminoácido en el vítreo de pacientes con desprendimiento de retina y en 

condiciones de hipoxia (Diederen et al., 2006; Marc et al., 2004; Barber, 2003). 

Tal incremento podría deberse a la disminución de la expresión de los 

transportadores responsables de remover el glutamato extracelular (Lewis et 

al., 1989; Li y Puro, 2002; Gadea et al., 2004) presentes en la glía, un 

componente central en las membranas fromadas durante la VRP, las cuales 

también liberan glutamato en respuesta al estrés osmótico (Takano et al., 

2005). Adicionalmente, en condiciones de desprendimiento de la retina o de 

daño a la barrera hematorretiniana, el glutamato proveniente del suero o de las 

neuronas dañadas de la retina, que contienen concentraciones milimolares de 

glutamato (Castillo et al., 1997), podría alcanzar a las células del EPR, las 

cuales contienen receptores de glutamato ionotrópicos y metabotrópicos 

(López-Colomé et al., 1993, 1994). Por lo tanto, en condiciones patológicas in 



vivo, el aumento del glutamato podría contribuir al desarrollo de la VRP 

mediante la activación de receptores específicos en las células del EPR. 

Se ha demostrado que la estimulación de los receptores de glutamato 

ionotrópicos y metabotrópicos en neuronas llevan a la activación las MAP 

cinasas ERK 1/2 (Wang et al., 2007; López-Colomé y Ortega, 1997; Thomas y 

Huganir, 2004), las cuales se sabe que participan en la regulación de procesos 

como la proliferación, la diferenciación y la sobrevivencia (Pearson et al., 

2001). En neuronas, la vía clásica de señalamiento de ERK 1/2, en la que los 

receptores con actividad de cinasa de tirosina inducen el reclutamiento y 

activación de la cascada Ras/Raf/MEK/ERK, se activa en respuesta a 

neurotrofinas (Thomas y Huganir, 2004). Sin embargo, la activación de ERK 

1/2 en respuesta a la despolarización de la membrana o al señalamiento por 

glutamato procede por una vía diferente. En neuronas, la entrada de Ca2+ a 

través de los NMDAR lleva a la fosorilación de ERK 1/2 mediante la activación 

de otras cinasas como la CaMKII, la PI3K, la PKC, y cinasas de tirosina de la 

familia de Src (Wang et al., 2007). Los receptores de AMPA que son 

permeables al Ca2+, activan la vía de ERK mediante la activación de la CaMKII 

y la PI3K (Perkinton et al., 1999; Sweatt, 2001); los AMPAR que no son 

permeables al Ca2+, lo hacen mediante la activación de canales de Ca2+ de tipo 

L (Tian y Feig, 2006). Los mGluR del grupo I activan la vía de ERK 1/2 

mediante dos mecanismos diferentes: por medio de la subunidad αq de las 

proteínas G activan a la PLCβ1 para generar DAG e IP3; éste último induce a la 

liberación de Ca2+ intracelular el cual contribuye a la activación de ERK 1/2 

(Wang et al., 2007). El otro mecanismo es independiente de Ca2+ , ya que la 

activación de las subunidades βγ de las proteínas G y de Src, y la subsecuente 

transactivación de receptores con actividad de cinasa de tirosina como el 

EGFR  llevan a la activación de ERK 1/2 (Kim et al., 2008). 

Aunque un reporte previo muestra un efecto indirecto del glutamato sobre la 

proliferación de las células del EPR (Uchida et al., 1998), y otro independiente 

muestra que la cascada Ras/Raf/MEK/ERK  se activa durante la proliferación 

del EPR inducida por suero (Hecquet et al., 2002), no se ha demostrado la 

activación de esta vía por glutamato, ni el aumento de la proliferación inducido 

por la activación de ERK 1/2 en las células del EPR. 



En el presente trabajo se demuestra que el glutamato aumenta la proliferación 

de las células de EPR de pollo y de la línea celular derivada de humano ARPE-

19, mediante la activación de dos vías de señalamiento vinculadas con los 

receptores de NMDA y los metabotrópicos del grupo I, ya que este efecto se 

evitó con los antagonistas específicos para estos receptores MK-801 y MCPG, 

respectivamente. Mientras que el efecto de la estimulación de los mGluR por 

glutamato y ACPD sobre la proliferación se bloqueó con el inhibidor de MEK 

1/2 PD98059, indicando la participación de la vía MEK/ERK (Figura 5), la 

proliferación inducida por los receptores de NMDA se bloqueó con el inhibidor 

de las CaMK, KN-62 (Figura 6), pero no con el PD98059, sugiriendo la 

activación mediada por las CaMK de otra vía independiente de MEK/ERK que 

lleva a la proliferación. 

Para apoyar esta conclusión, se evaluó el efecto de la estimulación de los 

NMDAR y los mGluR sobre la activación de ERK 1/2. Aunque el ACPD y el 

NMDA aumentaron el nivel de fosforilación de ERK 1/2 en un grado similar, el 

efecto inducido por el ACPD se inhibió con el PD98059, sugiriendo la 

activación de ERK 1/2 por MEK 1/2; pero la fosforilación de ERK 1/2 inducida 

por NMDA no se modificó con el PD98059 ni con el KN-93. 

La falta de efecto del PD98059 y el KN-93 sobre la fosforilación de ERK 1/2 

inducida por NMDA descarta la activación de MEK/ERK para inducir la 

proliferación. Posiblemente la activación de ERK 1/2 por NMDA en las células 

de EPR no conduzca a proliferación sino a desdiferenciación, pues en nuestro 

grupo de trabajo se ha estudiado la dinámica del citoesqueleto en EPR de rata, 

y se ha observado que en presencia de glutamato aumentan las fibras de 

estrés, efecto que es inhibido con el PD98059 (Pacheco Domínguez et al., 

2008). Posiblemente esta vía también esté involucrada en la migración de 

estas células, pero aún no se ha estudiado este fenómeno. 

Asimismo, se sugiere que el aumento de la fosforilación de ERK 1/2 podría 

derivar de la disminución de la desfosforilación debido a la inactivación de las 

fosfatasas de la vía de ERK 1/2, que posiblemente se deba a la inhibición de 

un mecanismo de activación mediado por las CaMK (Lin y Yang, 2006). Se ha 

documentado que la fosforilación de ERK 1/2 inducida por NMDA está regulada 

por la fosfatasa de tirosina abundante en el estriado STEP, la cual inicia la 

desfosforilación de ERK (Zhou et al., 2002). STEP depende de la PP2B o 



calcineurina para ser activada y desfosforilar a ERK 1/2 (Paul et al. 2003). Esto 

podría explicar porqué en nuestro sistema no se observa disminución de la 

fosforilación de ERK 1/2 cuando inhibimos esta ruta de desfosforilación 

mediante la inhibición con el KN-93 o el KN-62, los cuales compiten con la 

calmodulina para inhibir a las CaMK (Sumi et al., 1991), pues la PP2B es una 

fosfatasa dependiente de Ca2+/CaM. 

A este respecto, se ha documentado la regulación de la vía Ras/Raf/MEK/ERK 

por las CaMK, sin embargo el papel de estas cinasas no está bien definido. Se 

ha sugerido que la CaMK II juega un papel importante en la activación de ERK 

1/2 en respuesta a la activación de los NMDAR en neuronas del estriado 

(Vanhoutte et al., 1999; Choe y Wang, 2001), y también modula la proliferación 

mediada por esta vía mediante la activación de Raf-1 (Illario et al., 2002). 

Asimismo, la posible contribución de las CaMKK y CaMKI y de la PI3K en la 

fosforilación de ERK en nuestro sistema no se puede excluir, ya que se ha 

demostrado que la activación de la CaMKI por la CaMKK en neuronas media la 

activación de ERK inducida por NMDA y por la despolarización de la 

membrana (Soderling y Stull, 2001; Uezu et al., 2002; Schmitt et al., 2004). 

Adicionalmente, se ha demostrado que la fosforilación de ERK 1/2 por la 

activación de los NMDAR durante la potenciación a largo plazo (LTP) requiere 

de la activación de la CaMKI por la CaMKK (Schmitt et al., 2005). De igual 

manera, hay reportes recientes que sugieren que la activación de la vía de 

ERK 1/2 está mediada por la PI3K (Agell et al., 2002; Perkinton et al., 2002). 

Tanto la inhibición, con MK-801, de la activación de ERK 1/2 inducida por 

NMDA como la falta de inhibición, con PD98059, descartan la posible 

activación de receptores con actividad de cinasa de tirosina por neurotrofinas 

tales como BDNF, PDGF o bFGF (Uchida et al., 1998), las cuales podrían ser 

liberadas por la entrada de Ca2+ a través de los NMDAR, como una posible 

causa de este efecto. 

 

En este trabajo se encontró que, además de la inhibición con PD98059, la 

activación de ERK 1/2 por los mGluR se inhibió con el KN-93. Esto refleja que 

en nuestro sistema, la formación de IP3, debida a la activación de la PLC 

(Fragoso y López-Colome, 1999), induce la salida de Ca2+ del retículo 

endoplásmico y conduce a la activación de las CaMK, las cuales podrían influir 



en la activción de la vía de ERK 1/2. Estos datos sugieren que aunque la 

inducción de la proliferación celular por la activación de los mGluR se lleva 

acabo principalmente por la vía de MEK/ERK, la activación de las CaMK 

contribuye a este efecto. Se han propuesto dos vías que conducen a la 

activación de la vía de ERK 1/2 por la estimulación de los mGluR del grupo I. 

Una principal independiente de Ca2+, que por transactivación de receptores con 

actividad de cinasa de tirosina conduce a la activación de ERK (Kim et al., 

2008). La otra, dependiente de Ca2+, involucra a las PKC, algunas de las 

cuales también se activa por DAG y llevan a la activación de la vía de ERK1/2 

(Shönwasser et al., 1998). Por lo anterior, no se puede descartar la 

participación de las PKC en la activación de la vía de Raf/MEK/ERK en nuestro 

sistema, ya que se ha demostrado que todas todas las isoformas de las PKC 

activan esta cascada (Schönwasser et al., 1998). De igual manera, habrá que 

tener en cuenta que el Ca2+ proveniente del RE por la activación de los mGluR 

también activa a las CaMK (Hardingham et al. 2006) y éstas podrían actuar 

sobre la vía de ERK 1/2, por lo que la exploraración de esta ruta podría ser 

relevante en estudios futuros. 

 

Con la finalidad de determinar el  mecanismo por el que ERK 1/2 activada 

actúa para inducir la proliferación, se analizó el efecto del glutamato y el ACPD 

sobre la fosforilación del factor de transcripción CREB. De acuerdo con previos 

trabajos en células neuronales que muestran que las MAPK ERK 1/2 activan a 

CREB (Xing et al., 1996), se observó que en el EPR, CREB se activa de 

manera rápida y transitoria que se correlaciona con el tiempo de activación de 

ERK 1/2, y que se inhibe con el PD98059 (Figura 8A), indicando que la 

fosforilación de CREB inducida por la activación de los mGluR resulta de la 

activación de ERK 1/2 inducida por MEK 1/2. 

Dado que el PD98059 no modificó el efecto de la estimulación de los 

receptores de NMDA sobre la proliferación ni sobre la fosforilación de ERK 1/2, 

solamente se analizó el efecto del KN-62, el cual inhibió la proliferación 

inducida por el NMDA, sobre la fosforilación de CREB inducida por los NMDAR, 

y se encontró que este agente no modifica tal activación. Aunque se requiere 

de más investigación para apoyar esta idea, una explicación posible para este 

resultado podría ser la inhibición de la calcineurina, una fosfatasa de Ser/thr 



dependiente de Ca2+/CaM que desfosforila la Ser133 de CREB (Shawitz y 

Greenberg, 1999), por la inhibición de las CaMK con KN-62. En otros sistemas 

se ha observado que el KN-62 bloquea la fosforilación de la Ser142, pero no el 

de la Ser133 (Kornhauser et al., 2002), por lo que en el EPR, la activación de 

CREB a través de los NMDAR podría estar mediada por la fosforilación de la 

Ser142 por la CaMKII para regular el señalamiento de diversas vías y controlar 

funciones diferentes (Wu y McMurray, 2001), sin embargo, en este sistema no 

se ha estudiado tal mecanismo. 

El aumento de calcio intracelular activa numerosas vías de señalamiento, con 

frecuencia opuestas. Esas múltiples acciones dependen, entre otros factores, 

de la vía de entrada del Ca2+ (Shawitz y Greenberg, 1999). En neuronas, el 

flujo de Ca2+ a través de los NMDAR sinápticos activa dos vías de 

señalamiento, ambas llevan a la fosforilación de CREB en la Ser133: la vía de 

Ras/ERK y una vía nuclear que posiblemente involucre a la CaMKIV (Agell et 

al., 2002). La CaMKIV es dependiente de Ca2+, mientras que ERK/RSK no lo 

son, y consecuentemente se activan más lentamente que las CaMK y su 

actividad es sostenida. De esta manera, aunque la vía de las CaMK activa a 

CREB en los primeros segundos del flujo de Ca2+, el reclutamiento de la vía de 

ERK 1/2 es necesario para prolongar la fosforilación de CREB e inducir la 

expresión de genes dependiente de CREB, la cual posiblemente requiere la 

activación de CBP por la CaMKIV (Deisseroth et al., 1998; Hardingham y 

Bading, 2003). 

En nuestro modelo, el aumento en la fosforilación de CREB ya sea por la 

activación de MEK/ERK, en el caso de la activación de los mGluR, o por la 

disminución de la desfosforilación de ERK o por la activación de las CaMK, en 

el caso de de la activación de los NMDAR, podría promover la expresión de 

genes involucrados en la progresión del ciclo celular (Chang et al., 2003; Roux 

y Blenis, 2004), estimulando de esta manera la proliferación. Además, se ha 

demostrado que el aumento en la expresión de la ciclina D1 debida a la 

activación de ERK 1/2 inducida por suero aumenta la proliferación de las 

células del EPR (Hecquet et al., 2002). El hecho de que el KN-62 no inhibió la 

fosforilación de CREB, pero sí la proliferación inducida por NMDA, indica que 

las CaMK participan en la proliferación inducida por la activación de los 

receptores de glutamato por una vía nuclear como la activación de la CaMKIV, 



consistente con una acción en la regulación del ciclo celular, o bien, mediante 

la activación de otro factor de transcripción. 

Se encontró que la estimulación de la proliferación por ACPD (mGluR) se 

inhibió con el PD98059, mientras que la inducida por NMDA no, sin embargo, 

el efecto de ambos agonistas sobre la proliferación se bloqueó completamente 

con el KN-62, sugiriendo que, además de la posible activación de 

Ras/Raf/MEK/ERK por las CaMK debida al aumento de Ca2+ mediado por los 

mGluR, las CaMK también participan en la regulación de la proliferación 

inducida por ambos subtipos de receptores, posiblemente mediante el 

incremento de la actividad de las CaMK, tanto nucleares como citoplásmicas, 

independientemente de CREB. 

La vía dependiente de Ca2+/CaM que regula la progresión del ciclo celular 

permanece ambigua, sin embargo, la activación de la transcripción de genes 

específicos involucrados en este proceso requiere la actividad de las CaMK 

(Kahl y Means, 2003). La inducción de la proliferación requiere, 

particularmente, la expresión de ciclinas las cuales controlan la progresión del 

ciclo celular mediante la interacción y la activación de las cinasas dependientes 

de ciclinas (CDK). Nuestros resultados demuestran que el KN-62 no sólo inhibe 

la proliferación inducida por los mGluR, sino que además disminuye la 

proliferación basal de las células del EPR (Figura 6A), esto concuerda con 

previos reportes que demuestran que el KN-62 evita la progresión de la fase 

G1 del ciclo celular tanto en células normales como en células transformadas 

(Kahl y Means, 2003; Choi y Husain, 2006). Esto podría explicar también la 

inhibición de la proliferación inducida por los NMDAR con el KN-62, debido al 

aumento del Ca2+ mediado por el NMDAR y la consecuente activación de las 

CaMK. Aunque se ha sugerido que el KN-62 podría ser específico de la 

CaMKII, en realidad inhbibe a todas las isoformas (Hidaka y Yokokura, 1996). 

Dado que la CaMKIV se localiza predominantemente en el núcleo (Hardingham 

et al., 1997), ésta podría ser el punto de convergencia de los estímulos 

independientes de los NMDAR y los mGluR, pues el Ca2+ que entra por los 

NMDAR y el liberado del RE por la activación de los mGluR podría tener un 

efecto sinérgico sobre las CaMK, principales sensoras del aumento del 

intracelular (Soderling et al., 2001). Además, cada vez hay mayor evidencia de 

que las CaMKIV son las principales activadoras de CREB en respuesta a la 



entrada de calcio (Bito et al., 1996). Aunque no se tiene evidencia experimental 

de que este sea el caso, se puede deducir por la inhibición con el KN-62 de la 

proliferación inducida por los mGluR y los NMDAR, que las CaMK son una vía 

concurrente en la proliferación inducida por glutamato en las células del EPR. 

 

 
Figura 9. Representación esquemática de la vía conducente a la proliferación de las células del 

EPR inducida por glutamato. La activación de los mGluR y los NMDAR, en respuesta al 

aumento del glutamato extracelular, inducen la proliferación mediante la activación de vías 

diferentes. La inhibición de MEK evita la proliferación inducida por los mGluR, pero no la 

inducida por los NMDAR. La inhibición de las CaMK evita la proliferación inducida por los 

mGluR y los NMDAR, sugiriendo la convergencia de estas dos vías a nivel de núcleo, 

posiblemente en la CaMK IV (lineas punteadas). RE, retículo en doplásmico; IP3R, receptor de 

IP3. La línea discontinua es una vía que no se estudió, pero que no se descarta. 

 

 



CONCLUSIÓN 
 

En el presente estudio se demostró que el glutamato activa dos vías paralelas 

que llevan a la fosforilación de ERK1/2 y de CREB en las células del EPR 

mediante la activación de los receptores metabotrópicos del grupo I y de los de 

tipo NMDA. También se muestra que la estimulación independiente de ambas 

vías aumenta la proliferación de las células del EPR de manera dependiente de 

las CaMK (Figura 9). Estos resultados sugieren que en condiciones patológicas 

o procedimientos quirúrgicos en los que la barrera hematorretiniana está 

comprometida, el aumento del glutamato extracelular podría estar involucrado 

en la modificación de la expresión de genes llevando al incremento de la 

proliferación de las células del EPR, por lo que se propone que es necesario 

considerar la participación del glutamato en el desarrollo de la vitreorretinopatía 

proliferativa.  

 

 

RELEVANCIA 
 

La prevención de la VRP es de gran importancia clínica, para lo cual es 

necesario no sólo identificar y entender los factores de riesgo que predisponen 

al desarrollo de este padecimiento, sino investigar los mecanismos moleculares 

que llevan a la transformación de las células del EPR. Aunque hay varios 

trabajos dirigidos al estudio de la proliferación del EPR durante esta patología, 

el papel del glutamato no se ha caracterizado. En nuestro modelo de estudio, el 

glutamato influye de manera importante en la proliferación de las células del 

EPR mediante la activación de las MAP cinasas ERK 1/2 y la posterior 

activación de CREB. La identificación de las vías de señalamiento involucradas 

en la proliferación serán de gran utilidad en el desarrollo de métodos más 

selectivos para el tratamiento tanto de la VRP como de otras patologías en las 

que se altera la proliferación celular. Tales métodos se pueden basar en el 

mecanismo de señalamiento mediado por los receptores de glutamato, ya que 

se ha reportado el efecto antiproliferativo de algunos antagonistas de los 

NMDAR en adenocarcinomas y neuroblastomas (Stepulak et al., 2005), y de 

antagonistas de los AMPAR en varios tipos de cáncer (Rzeski, et al., 2002). 



Asimismo, varios grupos están tratando de identificar inhibidores de la cascada 

Ras/Raf/MEK/ERK (Friday y Adjei, 2008), así como de la vía de las CaMK 

(Shim et al., 2007) como una herramienta terapeutica en el tratamiento de 

diversos tipos de cáncer. 
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