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Abreviaturas 

AACOCF3  Araquidonilmetil cetona 

AG   Ausencia de glucosa 

AMPA   (α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxasol propionato) 
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Et   Etidio 

iGluRs   Receptores glutamatérgicos ionotrópicos 

IP3   Inositol trisfosfato 

mGluRs   Receptores glutamatérgicos metabotrópicos 

MK-801   Maleato de dizocilpina 

NDGA   Ácido nordihidroguaiarético  

NMDA   N-metil-D-aspartato  

NOS   Óxido nítrico sintasa 

NOX   NADPH oxidasa 

RNMDA  Receptores a N-metil-D-aspartato  

RFU   Relative fluorescence units, unidades relativas de fluorecencia 

SNC   Sistema nervioso central 

XaO   Xantina oxidasa 

7-NI   7-nitroindazol                                

[Ca2+] i   Concentración intracelular de calcio 
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Resumen 

La glucosa es el principal sustrato del metabolismo energético neuronal. Cuando los 

niveles de glucosa disminuyen durante la hipoglucemia, se produce muerte neuronal a 

causa de la disminución en los niveles de ATP, lo cual conlleva a la pérdida de los 

gradientes iónicos, al aumento de la concentración de Ca2+ intracelular y liberación de 

aminoácidos excitadores. Se ha propuesto que la excitotoxicidad subsecuente a la 

liberación de glutamato y aspartato es el mecanismo responsable de la muerte neuronal 

en estas condiciones. También se ha propuesto que el estrés oxidativo es un factor que 

contribuye a la muerte neuronal en la hipoglucemia, ya que se ha observado un aumento 

temprano en la producción de especies reactivas (ER) en esta condición. No obstante, la 

fuente de dichas especies no se conoce del todo. En el presente trabajo, examinamos las 

vías de producción de ER y su contribución a la muerte neuronal inducida por la 

ausencia de glucosa (AG) en neuronas cultivadas de hipocampo de rata. Se observó un 

rápido incremento en la producción de ER que concuerda con un aumento en la 

concentración de Ca2+ intracelular. Además, determinamos que la producción de 

superóxido a través de la actividad de la xantina oxidasa (XaO) y de la fosfolipasa A2 

(cPLA2) contribuye a la muerte neuronal, ya que su inhibición protegió a las células en 

contra de la muerte. La inhibición de la  cPLA2 y de la NADPH oxidasa (NOX) 

disminuyó la producción de especies reactivas a tiempos cortos de AG, mientras que la 

inhibición de la XaO tuvo efecto a tiempos más largos de AG. La óxido nítrico sintasa 

(NOS)  parece no estar involucrada, ya que su inhibición no tuvo efecto alguno sobre la 

producción de ER ni sobre la muerte neuronal. Los antioxidantes trolox y ebselen 

disminuyeron la producción de ER y protegieron en contra de la muerte neuronal. En 

resumen, los presentes resultados muestran que la AG causa un aumento en la 

producción de ER por mecanismos dependientes de Ca2+ lo cual contribuye a la muerte 

neuronal. 
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1. Introducción 

1.1 La glucosa en el Sistema Nervioso Central 

     El cerebro es un órgano con una alta demanda energética, semejante a la de órganos 

que llevan a cabo trabajo mecánico como el músculo o el corazón. Del peso total del 

cuerpo humano, el cerebro representa aproximadamente el 2% y se estima que utiliza 

alrededor del 20% de la energía total del mismo en estado de reposo para llevar a cabo 

sus funciones de manera óptima (Attwell y Laughlin, 2001). 

La alta demanda energética del cerebro se debe a la gran cantidad de energía necesaria 

para mantener el potencial de membrana y funciones relacionadas con la señalización. 

Se estima que el cerebro utiliza alrededor del 75% de la energía en funciones 

relacionadas con la señalización, mientras que el  25% restante lo utiliza en funciones 

esenciales como la síntesis y degradación de proteínas, nucleótidos y fosfolípidos, el 

transporte axoplásmico, así  como para prevenir la fuga de protones en la mitocondria 

(Attwell y Gibb, 2005). 

Además, la eficiencia del cerebro para almacenar sustratos energéticos como el 

glucógeno es baja, por lo que depende del aporte continuo de ciertos sustratos, 

principalmente la glucosa, los cuales son transportados del torrente sanguíneo hasta el 

cerebro por medio de trasportadores específicos situados en la barrera hematoencefálica 

(Spector, 2009), la cual está formada por células endoteliales de los capilares cerebrales 

y separa a la sangre del fluido intersticial del cerebro (Abbott et al.,2006). 

El principal sustrato del metabolismo energético neuronal es la glucosa, aunque, en 

ciertas condiciones como durante la lactancia o el ayuno prolongado, las neuronas son 

capaces de utilizar ácidos monocarboxílicos incluyendo el lactato y los cuerpos 

cetónicos como el acetoacetato y el β-hidroxi-butirato; sin embargo, la concentración 

sanguínea de éstos es muy inferior a la de la glucosa (Nehlig y de Vasoncelos, 1993). 
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La glucosa se obtiene a través de la ingesta de alimentos, o bien puede producirse de 

manera endógena a partir de compuestos de tres carbonos como el piruvato, el lactato y 

el glicerol; así como algunos aminoácidos a través de la gluconeogénesis, y por el 

rompimiento del glucógeno o glucogenólisis que ocurre principalmente en el hígado 

(Nelson y Cox, 2000). 

Los niveles de glucosa en la sangre están controlados por la acción conjunta de la 

insulina y el glucagón, entre otras hormonas, sobre el hígado, el músculo y el tejido 

adiposo (Mayes, 1984), lo cual permite que se mantenga una concentración determinada 

de glucosa y evita fluctuaciones causadas por la ingesta de alimentos y el ejercicio 

vigoroso. Un aumento en la concentración sanguínea de glucosa estimula a las células β 

pancreáticas a liberar insulina, la cual aumenta la captura de glucosa y favorece la 

síntesis de glucógeno y triacilgliceroles (Barret, 2009; Suchy, 2009). Por otro lado, la 

disminución en los niveles de glucosa estimula la liberación de glucagón de las células 

α pancreáticas, lo cual estimula el rompimiento del glucógeno del hígado y la oxidación 

de ácidos grasos (Nelson y Cox, 2001; Barrett, 2009). En condiciones de ayuno 

prolongado, la disminución de insulina y el aumento en los niveles de glucagón, 

promueve la oxidación de los ácidos grasos a cuerpos cetónicos en el hígado, los cueles 

pueden ser liberados a la sangre y ser utilizados como sustratos energéticos en el 

cerebro (Barret, 2009). 

 

1.1 Transporte de glucosa 

El transporte de glucosa del torrente sanguíneo hacia el cerebro se lleva a cabo por 

transportadores localizados en las células endoteliales que forman la barrera 

hematoencefálica. Éstos transportan la glucosa del torrente sanguíneo hasta el fluido 

intersticial. También se localizan en la membrana plasmática de las células donde se 

encargan de transportar la glucosa del medio extracelular hacia el interior de las células.  
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Hasta la fecha se han identificado doce tipos de transportadores de glucosa, los cuales 

pueden ser dependientes o independientes de insulina, denominados GLUT1-GLUT12, 

cada uno de los cuales está conformado por doce segmentos transmembranales con sus 

respectivos extremos carboxilo(C-) y amino(N-) terminal situados en la parte 

citoplasmática de las células, y con una cadena de oligosacáridos unida al extremo N-

terminal ya sea en la primera o cuarta asa extracelular. De éstos, cuatro se encuentran en 

el cerebro, GLUT1, GLUT3, GLUT4 y GLUT5 (Simpson et al., 2007). 

El transportador GLUT1 es un transportador independiente de insulina, se expresa en 

astrocitos y células endoteliales de la barrera hematoencefálica. La isoforma 55kDa de 

este transportador se localiza en células endoteliales mientras que la isoforma 45kDa se 

localiza en la membrana plasmática de los astrocitos. El GLUT3 se expresa 

predominantemente en neuronas, en la membrana plasmática y aunque en menor 

cantidad, en las vesículas intracelulares no sinápticas. Se localiza principalmente en 

estructuras de la materia gris y en la neurohipófisis. Éste también es un transportador 

independiente de insulina. Además, tiene una gran capacidad para transportar la 

glucosa. El GLUT4 es un transportador dependiente de insulina y se encuentra en 

neuronas y el GLUT5 está presente básicamente en microglia (Vannucci et al., 1997; 

Dwyer et al., 2002). 

Las diferentes isoformas de estos transportadores están distribuidas de una manera 

diferencial en los distintos tipos celulares en el cerebro, probablemente reflejando 

diferencias en los requerimientos energéticos de las mismas (Vannucci et al., 1998).  

La expresión de los dos principales transportadores de glucosa en el cerebro, GLUT1 y 

GLUT3, está regulada de acuerdo a la demanda metabólica y a la tasa de utilización de 

energía en las diferentes regiones. Su expresión varía durante el desarrollo. Los niveles 

de expresión de los transportadores GLUT1 y GLUT3 aumentan abruptamente con la 

maduración del cerebro durante la sinaptogénesis (Vannucci y Simpson, 2003). 
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También existen transportadores de ácidos monocarboxílicos conocidos como MCT de 

los cuales existen 14 subtipos (MCT1-MCT14). En el cerebro se han identificado 

básicamente el MCT1 y MCT2. Dichos transportadores son abundantes en el cerebro en 

desarrollo, consistentemente con el transporte de cuerpos cetónicos al cerebro durante el 

período de amamantamiento, y su contenido se recude en etapas posteriores aunque se 

mantienen presentes en cerebro adulto (Pierre y Pellerin, 2005). 

 

1.3 Síntesis de ATP 

La oxidación de la glucosa se lleva a cabo en el citoplasma a través de una serie de 

reacciones que integran la vía metabólica conocida como glucólisis. La oxidación de 

una molécula de glucosa por esta vía genera dos moléculas de ATP y dos moléculas de 

piruvato. 

El piruvato es transportado a la mitocondria para ser oxidado a acetilcoenzima A 

(AcetilCoA), la cual es metabolizada a través del ciclo de los ácidos tricarboxílicos a 

dióxido de carbono y equivalentes reductores (NADH, FADH2) por cada molécula de 

piruvato dentro de la matriz mitocondrial. Los equivalentes reductores son transportados 

a través de la cadena transportadora de electrones mitocondrial generando el gradiente 

protón motriz necesario para la formación de ATP a partir de ADP, utilizando al 

oxígeno como aceptor final de electrones (Mitchell, 1966) 

En total, una molécula de glucosa metabolizada a través de la glucólisis, el ciclo de los 

ácidos tricarboxílicos y la fosforilación oxidativa produce 30 o 32 moléculas de ATP. 

Bajo condiciones anaeróbicas, el piruvato es convertido a lactato, lo que además 

permite la regeneración del nicotinamida adenín dinucleótido (NAD+), esencial para 

mantener un flujo glucolítico continuo. 

Otra vía importante en el metabolismo de la glucosa es la vía de las pentosas fosfato, la 

cual produce 2 moléculas de nicotinamida adenin dinucléotido fosfato reducido 
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(NADPH) a través de la deshidrogenación de la glucosa-6-fosfato a ribulosa-5-fosfato, a 

través de dos reacciones limitantes en esta ruta metabólica debido a que el cociente 

NADP/NAPDH es el factor que determina la entrada de la glucosa-6-fosfato a esta vía. 

Si un alto poder reductor es requerido, es decir, cuando los niveles de NADPH 

disminuyen, se activa esta ruta metabólica para generar nuevos equivalentes reductores. 

De esta forma, la glucosa, principal substrato energético del cerebro, produce dos 

fuentes de energía: ATP y equivalentes reductores (Nelson y Cox, 2000). 

La reacción global de la glucólisis es la siguiente: 

 

 

2. Hipoglucemia  

En los años 30’s la hipoglucemia fue introducida por Manfred Sakel como un 

tratamiento en la psiquiatría (Sakel, 1937), en tanto que la insulina se utilizaba para 

tratar desórdenes como la esquizofrenia y la adicción a las drogas. Para entonces se 

sabía que un periodo de coma hipoglucémico con una duración de 30 minutos resultaba 

en un estado de coma reversible (Baker 1938, Fazekas et al., 1951), mientras que un 

periodo mayor implicaba un coma irreversible. Los avances en el conocimiento de este 

fenómeno indican que esto se debe a la menor necrosis neuronal que ocurre durante un 

periodo de 30 minutos comparado con la amplificación del daño hacia áreas corticales 

después de un periodo de 60 minutos (Auer et al., 1984a). En la actualidad han quedado 

en desuso los tratamientos hipoglucemiantes para tratar desórdenes psiquiátricos o de 

adicción a drogas.  

 

2.1 Características de la hipoglucemia 

La hipoglucemia está clasificada dentro de las encefalopatías metabólicas. Es un 

desorden fisiológico que se define como la disminución en los niveles sanguíneos de 

Glucosa + 2NAD
+

 + 2 ADP + 2Pi  2Piruvato + 2NADH + 2H
+

 + 2ATP + 2H
2

O 
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glucosa (del griego hypo-, glykys, haima).  En general, las causas más comunes son los 

tratamientos que incluyen insulina o sulfonilureas, los trastornos endócrinos, desórdenes 

hepáticos, fallas renales, desnutrición, trasplante de islotes de páncreas o insulinomas. 

En los neonatos, esta condición es más común, originando desórdenes neurológicos o 

incluso la muerte; además, también es frecuente en la niñez debido a desórdenes 

endócrinos, como la producción inadecuada de glucosa, o el incremento en su 

utilización. La hipoglucemia se presenta más comúnmente como un efecto adverso en el 

tratamiento de la diabetes, conocida como hipoglucemia iatrogénica, que se desarrolla 

cuando los enfermos exceden la dosis de insulina, y es más común en los pacientes que 

padecen diabetes tipo I y en estadios avanzados de los que padecen diabetes tipo II. La 

hipoglucemia iatrogénica resulta tanto del exceso en la dosis de insulina como de la 

afectación en la respuesta contrarreguladora que corrige los niveles de glucosa 

sanguínea (Cyer, 2007).  

En condiciones fisiológicas, la concentración de la glucosa en el torrente sanguíneo es 

de 90-100 mg/dl, aumenta hasta 200 mg/dl después de la ingesta de alimentos y 

disminuye a 40-60 mg/dl durante un ayuno prolongado. Si los niveles de glucosa se 

mantienen en 50 mg/dl o por debajo de este valor se considera un estado de 

hipoglucemia (Davidson, 2009). 

Durante la hipoglucemia se activan mecanismos para contrarrestar la disminución en los 

niveles de glucosa. Cuando los niveles de glucosa están por debajo de 81 mg/dl cesa la 

secreción de insulina, mientras que a concentraciones por debajo de 68 mg/dl aumenta 

la secreción de epinefrina y glucagón. Sin embargo, si la concentración de glucosa 

sanguínea sigue disminuyendo y alcanza valores de 54 mg/dl se presenta la respuesta 

simpatoadrenal o autónoma, la cual es responsable de los síntomas autonómicos o 

neurogénicos como son el aumento del ritmo cardiaco, sudoración, debilidad, 

irritabilidad, ansiedad y temblores (Cryer, 2007). Los síntomas neurológicos o 
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neuroglucopénicos que resultan de la privación de glucosa cerebral se presentan casi a 

los mismos niveles de glucosa que los síntomas autonómicos, los cuales incluyen 

sensación de calor, debilidad, fatiga, dificultad para pensar, confusión, fallas en la 

visión y dolor de cabeza. La percepción de los síntomas neurogénicos dispara la 

respuesta conductual que lleva a la ingesta de alimentos y corrige el estado 

hipoglucémico (Cryer, 2007). 

Sin embargo, en los pacientes que padecen diabetes tipo I tratados con administración 

de insulina, los niveles de ésta no disminuyen conforme los niveles de glucosa decrecen 

y la falla en la secreción tanto del glucagón como de la epinefrina causa que la respuesta 

contrarreguladora no se lleve a cabo adecuadamente (Cryer, 2006). La falla en la 

respuesta simpatoadrenal causa inadvertencia del episodio hipoglucémico. Se ha 

sugerido que episodios previos de hipoglucemia recurrente causan tanto fallas en la 

contrarregulación como la inadvertencia de un episodio hipoglucémico posterior (Cryer, 

2006).  En estos pacientes los rangos glucémicos en los que se presentan las respuestas 

simpatoadrenal y neurogénicas cambian y se presentan a concentraciones de glucosa 

más bajas ocasionando que la hipoglucemia pase inadvertida. La hipoglucemia 

precedente causa entonces un círculo vicioso de hipoglucemia recurrente así como 

deterioro posterior en la respuesta contrarreguladora (Cryer, 2003). Si esta respuesta 

falla y los niveles de glucosa continúan disminuyendo se presenta deterioro cognitivo, 

crisis epilépticas, coma (40 mg/dl, daño cerebral funcional) y, dependiendo de la 

duración del coma, muerte neuronal cuando los niveles de glucosa disminuyen por 

debajo de los 20 mg/dl (Cyer, 2007). 

 

2.2 Hipoglucemia  y daño neuronal 

La hipoglucemia causa daño cerebral aun cuando la función cardiaca permanece intacta.  



10 
 

La necrosis neuronal se presenta cuando el electroencefalograma (EEG) se vuelve 

isoeléctrico, es decir, cuando se abate la actividad cerebral, a concentraciones de 

glucosa menores a 1 mM (18 mg/dl), causando un estado de coma (Figura 1) en el 

modelo murino (Auer, 2004). 

 

 

Figura 1. Cambios en el electroencefalograma (EEG) durante la hipoglucemia inducida por la 

administración de insulina. A, patrón normal del EEG, B administración de insulina, se muestra el EEG al 

inicio de la hipoglucemia: las ondas se hacen más lentas y de mayor amplitud; C, lo anterior se hace más 

evidentes, D, se observa actividad paroxística; (B-D transcurren 1.5 horas aproximadamente después de la 

administración de insulina) E, se suprime la actividad eléctrica; F, el EGG se torna isoeléctrico; G, se 

observa la recuperación de la actividad cerebral 30 minutos después de la administración de glucosa, el 

EEG comienza a normalizarse (Suh et al., 2003). 

 

La tasa metabólica del cerebro decrece cuando el flujo glucolítico disminuye durante la 

hipoglucemia. Como consecuencia del fallo energético ocasionado por la disminución 

en los niveles de glucosa, hay un decremento en la fosforilación oxidativa, 

disminuyéndose aún más los niveles de ATP, y aumentando los niveles de fosfato 

inorgánico y ADP. Sin embargo, es hasta que se presenta el periodo isoeléctrico cuando 

los niveles de ATP decrecen hasta un 40 % y siguen disminuyendo mientras avanza el 

estado de coma, lo que sugiere que también se agotan otros sustratos metabólicos, 

originando un déficit energético severo (Auer et al., 1984b). Dicho déficit da lugar a 

cambios en las concentraciones iónicas; durante los primeros minutos del periodo 
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isoeléctrico hay un aumento en la concentración de K+ extracelular y Ca2+ intracelular, 

que después de unos minutos se normaliza parcialmente, para después volver a 

aumentar y disminuir, respectivamente. Esto se debe a la falla en el funcionamiento de 

la ATPasa de Na+/K+ dando lugar a la despolarización de la membrana, y a la liberación 

principalmente de aspartato así como de glutamato (Sandberg et al., 1986).  

Debido a la disminución de los niveles de piruvato y AcCoA, el oxaloacetato se 

acumula, y el equilibrio de la reacción de la aspartato aminotransferasa  se desplaza 

hacia el aspartato aumentando sus niveles intracelulares. El glutamato es utilizado como 

substrato en el ciclo de Krebs a través de su transformación a α-cetoglutarato. Por esta 

razón hay más aspartato que glutamato disponible para ser liberado (Auer, 2004). 

El aumento en la concentración extracelular de aminoácidos excitadores, entre otras 

evidencias, sugiere que el mecanismo de daño neuronal en la hipoglucemia se debe a la 

sobreactivación de los receptores glutamatérgicos, fenómeno descrito desde hace 

algunas décadas y denominado excitotoxicidad (Sandberg et al., 1986, Wieloch, 1985). 

Sin embargo, también se ha sugerido que existe un componente en el daño originado 

por el estrés oxidativo (Patockova et al., 2003; Singh et al., 2004; Suh et al., 2007). 

Ambos mecanismos se explicarán más adelante, así como las evidencias que apoyan su 

participación en la muerte neuronal hipoglucémica. 

 

3. Transmisión glutamatérgica 

La transmisión sináptica mediada por el glutamato se denomina transmisión 

glutamatérgica. El aminoácido glutamato es el neurotransmisor excitador más 

abundante en el SNC de los mamíferos. Es mediador de la información sensorial, de la 

potenciación a largo plazo, de la coordinación motora, de las emociones, de procesos 

cognitivos como la formación de la memoria y la plasticidad, entre otros (Salt y 

Herrling, 1991; Hassel y Dingledine, 2006). 
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Un gran número de neuronas en el SNC utilizan al glutamato como neurotransmisor. Se 

ha sugerido que aproximadamente el 80-90% de la sinapsis excitadoras son 

glutamatérgicas aunque hay variaciones en esta estimación (Braitenberg y Schuz, 1998). 

Una cantidad importante de energía es utilizada para repolarizar la membrana de las 

células que son despolarizadas por la activación de los receptores a glutamato, y gran 

parte del oxígeno y la glucosa consumidos en el cerebro es utilizada para mantener la 

actividad glutamatérgica (Attwell y Laughlin, 2001). 

Además de su papel como neurotransmisor, el glutamato es precursor de la síntesis del 

ácido γ-aminobutírico (GABA), principal neurotransmisor inhibidor, y de la glutamina 

en las células gliales (Yudkoff et al., 1993; Palmada y Centelles, 1998). Además, forma 

parte de proteínas y de péptidos como el glutatión, que es parte de las defensas 

antioxidantes del cerebro (Dringen, 2000). 

El glutamato se sintetiza como parte del metabolismo de la glucosa y aminoácidos a 

través de la glucólisis y del ciclo de Krebs, a partir del α-cetoglutarato por medio de una 

reacción de transaminación. El esqueleto de carbón que forma al glutamato proviene de 

la glucosa sanguínea en tanto que el grupo amino proviene de los aminoácidos que son 

capaces de atravesar la barrera hematoencefálica (Mason et al., 1992). 

Una vez sintetizado, el glutamato se almacena en vesículas localizadas en la terminal 

presináptica. Ante un estímulo despolarizante, la entrada de calcio a través de los 

canales de calcio sensibles a voltaje (CCSV)  favorece el anclaje y fusión de las 

proteínas de la membrana vesicular con la membrana plasmática presináptica, lo cual 

permite la liberación del glutamato al espacio sináptico. En el espacio sináptico, el 

glutamato activa a sus receptores localizados en la membrana de la postsinapsis.  
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3.1 Receptores al glutamato 

De manera general, los receptores a glutamato se dividen en receptores ionotrópicos 

(iGluRs) y metabotrópicos (mGluRs). Los iGluRs son canales iónicos que al unir 

glutamato cambian su conformación abriéndose y permitiendo la entrada de ciertos 

iones al medio intracelular. Los mGluRs no permiten el flujo de iones, son receptores 

activados por ligando y acoplados a proteínas G, cuya función es desencadenar vías de 

transducción de segundos mensajeros (Tabla 1). 

 

 

Tabla 1. Receptores a glutamato. Los receptores a glutamato se dividen en ionotrópicos (iGluRs) y 

metabotrópicos (mGluRs) y están formados por diferentes subunidades. Los iGluRs son canales iónicos 

que permiten el paso de ciertos iones, mientras que los mGluRs son receptores acoplados a proteínas G 

que activan vías señalización a través de la activación de la fosfolipasa C (PLC) o inhibición (adenilato 

ciclasa (AC). 

 

Receptores ionotrópicos 

En los receptores ionotrópicos, el sitio de unión al agonista y el canal iónico asociado 

forman parte del mismo complejo macromolecular. La unión del agonista genera un 



14 
 

cambio conformacional en el receptor lo cual aumenta la probabilidad de apertura del 

canal. Los receptores de tipo ionotrópico se dividen en dos: los de tipo NMDA 

(RNMDA), denominados de este modo porque su agonista exógeno es el N-metil-D-

aspartato (NMDA); y los no-NMDA, dentro de los que se encuentran los receptores de 

tipo AMPA (α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxasol propionato) y los receptores de tipo 

kainato (KA). Estos receptores se denominan no-NMDA porque comparten ciertas 

características que los hacen muy diferentes a los RNMDA (Lodge, 1997). 

La afinidad por el glutamato varía dependiendo del tipo de receptor. La EC50 del 

glutamato para el receptor NMDA es de aproximadamente 1 µmol/l mientras que para 

el receptor AMPA es de 400 µmol/l (Dingledine et al., 1999). Algunas moléculas 

endógenas también activan al receptor NMDA, algunas de ellas al igual que el 

glutamato son aminoácidos como el aspartato y el homocisteato. 

El receptor canal activado por ligando es funcional cuando se ensamblan las diferentes 

subunidades en tetrámeros. El ensamblaje de diferentes combinaciones de subunidades 

genera receptores con características funcionales diferentes.  

Receptores NMDA 

El receptor NMDA es un tetrámero transmembranal que forma un poro permeable 

principalmente a Ca2+, así como a Na+ y K+. Responde más tardíamente al glutamato 

que los receptores no-NMDA y contribuye con el componente lento de la corriente. La 

disponibilidad de NMDA y diferentes antagonistas específicos de este receptor, 

permitió su caracterización, y de hecho fue el primero en ser aceptado como receptor 

glutamatérgico (Lodge, 1997).  

El RNMDA es uno de los receptores a neurotransmisores más fuertemente regulado ya 

que presenta mínimo 6 sitios de unión a distintos ligandos endógenos que influyen 

directamente en la probabilidad de apertura del canal. Entre estos sitios se encuentran 

los de unión a los dos diferentes agonistas, glutamato y glicina, el sitio de unión a 
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poliaminas, y diferentes sitios de reconocimiento para Mg2+, Zn2+ y H+ que actúan 

inhibiendo el flujo de iones a través del receptor. El estado redox del receptor también 

afecta su respuesta. Uno de los tres pares de residuos de cisteína debe estar reducido (lo 

cual aumenta las corrientes mediadas por este receptor) u oxidado formando puentes 

disulfuro (lo que reduce las corrientes) (Hassel y Dingledine, 2006). 

Este receptor es el único que requiere la unión simultánea de los dos diferentes 

agonistas, glicina y glutamato, para su activación. El sitio de unión a glicina en el 

RNMDA es farmacológicamente distinto del sitio de unión al receptor de glicina, en 

tanto que no se bloquea por estricnina y tampoco es activado por β-alanina.  

El glutamato y la glicina actúan en conjunto para abrir el canal, sin embargo, el Mg2+ 

juega un papel determinante, ya que se une en un sitio  en la boca del canal y su 

remoción es necesaria para la apertura de éste, lo cual depende del voltaje (Nowak et al., 

1984). Otros bloqueadores del canal dependientes de voltaje son el antagonista no 

competitivo, el maleato de dizocilpina (MK-801), la ketamina y la fenciclidina (Lodge, 

1997). Otro inhibidor alostérico endógeno importante del RNMDA es el H+. Los 

protones reducen la frecuencia de apertura del canal en los receptores que contienen la 

subunidad NR2B, a un pH de 6 la activación del receptor se suprime (Traynelis et al., 

1995). 

Además de los mecanismos de regulación anteriores, un mecanismo de inactivación 

dependiente de Ca2+ se lleva a cabo por la calmodulina. La entrada de Ca2+ activa a la 

calmodulina, que a su vez interactúa con la subunidad NR1 lo cual causa la inactivación 

del receptor ya que se reducen el tiempo y la frecuencia de apertura del canal (Ehlers et 

al., 1996). La fosfatasa dependiente de Ca2+/calmodulina, calcineurina, también inactiva 

a este receptor (Tong et al., 1995), lo cual sugiere que ambas reacciones son necesarias 

en la modulación del receptor, su desfosforilación seguida de la unión del complejo 

Ca2+/calmodulina. 
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Los RNMDA funcionan como heterotetrámeros. A la fecha se han identificado 7 

subunidades codificadas por diferentes genes: una NR1, cuatro NR2 (A-D) y dos NR3 

(A y B) (Kew y Kemp, 2005).  Los diferentes mRNA que codifican para las 

subunidades del RNMDA están distribuidos diferencialmente en el SNC al igual que los 

mRNAs de otros receptores a glutamato. El mRNA que codifica para la subunidad NR1 

se encuentra prácticamente en cualquier área del SNC, mientras que el mRNA de la 

subunidad NR2A está distribuido en todo el cerebro anterior y el cerebelo. La expresión 

más alta de la subunidad NR2B se ha localizado en el cerebro anterior mientras que el 

mRNA de la subunidad NR2C se localiza en cerebelo donde el mensajero de la 

subunidad NR2B no se ha detectado. La expresión de la subunidad NR2D al parecer es 

complementaria a la de la NR2A ya que su expresión es alta en el cerebro medio y en el 

cerebro posterior y es baja en el cerebro anterior (Monyer et al., 1992; 1994). NR3A se 

expresa en la médula espinal y en la corteza (Wong et al., 2002), en tanto que NR3B se 

localiza en las neuronas motoras de la médula espinal, en el puente y en la médula 

oblonga (Matsuda et al., 2002). 

Los heterotetrámeros están compuestos por la combinación de las subunidades NR1, 

NR2 y NR3. Para que un receptor sea funcional se requiere  contenga la subunidad NR1 

donde se encuentra el sitio de unión a glicina y una o dos subunidades NR2 donde está 

el sitio de unión al glutamato. (Nishi, et al., 2001; Kew y Kemp, 2005). 

La subunidad NR2 le confiere al canal algunas propiedades biofísicas y farmacológicas, 

incluyendo la sensibilidad al zinc, al pH y a las poliaminas, la cinética de desactivación, 

la conductancia del canal y su interacción con moléculas señalizadoras intracelulares 

(Traynelis et al., 1995). 

Receptores no-NMDA 

El estudio de la complejidad farmacológica de los receptores no-NMDA se retrasó con 

respecto al de los NMDA debido a la falta de agonistas específicos. Los receptores 
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AMPA y kainato se agrupan como receptores no-NMDA para diferenciarlos de los 

NMDA, sin embargo poseen características farmacológicas distintas entre sí (Lodge, 

1997). 

Los receptores AMPA son responsables de la neurotransmisión excitadora rápida que 

antecede la activación del receptor NMDA. La entrada de Na+ a través de este receptor 

despolariza la neurona y permite la extrusión del ion Mg2+ que bloquea el poro del canal 

de los RNMDA (Mayer et al., 1984: Nowak  et al., 1894). 

Los receptores AMPA funcionan como tetrámeros formados por cuatro subunidades 

diferentes: GluR1-GluR4 (Kew y Kemp, 2005). La subunidad que determina la 

permeabilidad del receptor al calcio es la GluR2. Un residuo de glutamina se localiza en 

la misma posición en las subunidades GluR1, GluR3 y GluR4, sin embargo, en la 

subunidad GluR2 se localiza una arginina por lo que se denomina sitio Q/R. La carga 

positiva de la arginina repele al Ca2+, por lo que los receptores que no poseen la 

subunidad GluR2 no son permeables a Ca2+. La secuencia en el gen de esta subunidad 

tiene un codón de glutamina en el sitio Q/R, sin embargo éste es substituido por uno que 

codifica para arginina, por un proceso de edición del mRNA por acción de la adenosina 

deaminasa. La deaminación de la adenosina hace que el codón CAG se substituya por 

CIG y se traduzca como arginina en vez de glutamina (Seeburg y Hartner, 2003). De quí 

que la subnidad GluR2 al estar editada impide el paso de los iones Ca2+. La mayor parte 

de ésta subunidad está editada por lo que naturalmente los receptores a AMPA no son 

permeables a este catión, pero cuando ésta está ausente, los receptores sí presentan 

permeabilidad al Ca2+. 

Las subunidades GluR2 y GluR4 presentan variantes en el extremo C-terminal, que son 

diferentes en longitud, y determinan la interacción con proteínas intracelulares 

(Dingledine et al., 1999). 
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Los receptores de tipo kainato están formados por 4 subunidades de una familia de 

cinco miembros GlurR5-7 y KA-1 y KA2, formando tetrámeros en combinación 

heterómerica u homómerica combinando las diferentes subunidades. Los homodímeros 

que combinan las subunidades KA-1 y KA2 no forman receptores funcionales, pero 

unen con gran afinidad al kainato y sus agonistas (Kew y Kemp, 2005). Las 

subunidades GluR5, 6 y 7 en cambio, forman receptores funcionales de composición 

homomérica que se combinan con KA1 y KA2 formando receptores heteroméricos con 

distintas propiedades farmacológicas (Alt et al., 2004). La mayoría de estos receptores 

son sensibles tanto a AMPA como a kaínico dependiendo de la combinación de 

subunidades. 

 

Receptores Metabotrópicos 

Los mGluRs son una familia de receptores acoplados a proteínas G que modulan la 

transmisión sináptica lenta a través de segundos mensajeros intracelulares (Kew y 

Kemp, 2005). A la fecha se han identificado ocho miembros de esta familia: mGluR1-8, 

agrupados en tres grupos de acuerdo a la identidad en su secuencia, segundo mensajero 

que producen y farmacología (Conn, 2003). Estos receptores son proteínas de un 

tamaño heterogéneo que va desde los 854 hasta los 1179 aminoácidos (Waxham, 2003). 

El receptor posee siete dominios transmembranales y un extremo N-terminal 

extracelular largo. Los mGluRs funcionales consisten en homodímeros que se 

estabilizan por uniones disulfuro e interacciones hidrofóbicas e hidrofílicas en sus 

largos extremos amino y carboxilo terminal. Los miembros de cada clase comparten 

alrededor de 70% de identidad en su secuencia, con alrededor de 45% de identidad entre 

clases (Conn y Pin, 1997). 

El glutamato activa a todas las variantes recombinantes de los mGluRs con afinidades 

distintas y a la fecha ya se han identificado antagonistas selectivos para cada uno de los 
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grupos. Los receptores del grupo I estimulan a la fosfolipasa C (PLC), induciendo la 

formación de los segundos mensajeros: diacilglicerol (DAG), que activa a la proteína 

cinasa C, la cual fosforila otras proteínas, e inositol trisfosfato (IP3), que libera Ca2+ al 

activar a su receptor localizado en el retículo endoplásmico. La habilidad para 

incrementar los niveles de calcio intracelular varía entre los miembros de la clase y sus 

variantes, lo cual podría deberse a la afinidad que cada receptor tiene por la proteína G 

(Hassel y Dingledine, 2006). 

La activación de los grupos II y III resulta en la inhibición de la adenilato ciclasa (AC), 

que inhibe la síntesis de cAMP. Este efecto es sensible al bloqueo por toxina pertussis, 

lo que sugiere que la proteína G involucrada pertenece a la familia Gi (Nestler y Duman, 

2006).  

Los receptores metabotrópicos generalmente tienen un papel regulador de la 

excitabilidad neuronal. Los mGluRs localizados en la membrana postsináptica modulan 

una amplia variedad de canales iónicos activados por ligando o dependientes de voltaje 

(Conn y Pinn, 1997). La activación de los tres grupos de mGluRs inhibe los CCSV de 

tipo L, y la de los grupos II y III, inhiben los canales de Ca2+ de tipo N. La activación de 

estos receptores cierra canales de K+ dependientes de Ca2+  y de voltaje en células del 

hipocampo y de la corteza, lo cual ocasiona una despolarización lenta y en consecuencia 

excitación de la neurona (Anwyl, 1999). 

La activación presináptica de los receptores mGluRs puede llevar a la inhibición 

presináptica, ya que bloquea tanto la transmisión excitadora glutamatérgica como la  

inhibidora GABAérgica (Takahashi et al., 1996; Goudet et al., 2009). 

El grupo I se localiza principalmente en la región postsináptica somato-dendrítica (Kim 

et al., 2008), mientras que los grupos II y III se expresan primordialmente en la región 

presináptica, en las terminales axonales donde regulan la liberación del neurotransmisor 

(Shigemoto y Mizuno, 2000). 
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3.2 Transporte de glutamato 

Después de haber sido liberado y de activar a sus receptores, el glutamato es removido 

del espacio sináptico por medio de los transportadores de los aminoácidos excitadores 

lo cual mantiene los niveles de glutamato (1-3 µM) por debajo de concentraciones que 

puedan ser tóxicas, como se explicará más adelante. 

Se han caracterizado a la fecha cinco subtipos de transportadores dependientes de sodio: 

EAAT1-5: GLAST-1 (EAAT1), GLT-1 (EAAT2), EAAC1 (EAAT3), EAAT4 y 

EAAT5.  El influjo de glutamato está acoplado con el cotransporte de dos iones  Na+, un 

protón y el contratransporte de un ion K+ (Boudker et al., 2007). 

El transportador GLT-1 se localiza tanto en astrocitos como en neuronas y es el 

principal transportador del cerebro anterior (Danbolt et al., 1992; Pines et al., 1992; 

Furuta et al., 1997). El transportador GLAST-1 se localiza principalmente en la 

membrana plasmática de astrocitos asociados con contactos sinápticos excitadores y 

está presente abundantemente en la glía de Bergman en el cerebelo (Danbolt et al 1992; 

Shashidharam y Plaitakis, 1993). El transportador EAAC1 se expresa en todas las 

regiones del cerebro y se localiza en la región presináptica de las terminales nerviosas. 

Se ha localizado en las terminales nerviosas GABAérgicas, mientras que el 

transportador EAAT4 se expresa mayormente en las células de Purkinje en el cerebelo, 

y el transportador EEAT5 se expresa en la retina (Danbolt, 2001; Beart y O´Shea, 

2007). 

El funcionamiento de los transportadores depende del gradiente electroquímico del 

sodio generado por la ATPasa de Na+/K+. Éstos toman del espacio extracelular una 

molécula de glutamato junto con 2 iones Na+ y un H+ introduciéndolos a la célula, 

mientras que extruyen un ión K+ (Boudker et al., 2007). 
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El glutamato capturado por las células gliales es convertido a glutamina mediante la 

enzima citosólica glutamina sintetasa. Posteriormente la glutamina se libera al espacio 

extracelular y de ahí es capturada por las neuronas, para ser convertida de nuevo en 

glutamato por medio de la enzima glutaminasa. Este proceso conocido como el ciclo de 

la glutamina-glutamato ayuda a reciclar el glutamato, evitando su síntesis de novo e 

impidiendo la disminución de α-cetoglutarato (Figura 3). 

 

Figura 3. Esquema general de la transmisión glutamatérgica. El glutamato es sintetizado en la 

terminal presináptica y posteriormente almacenado en vesículas se libera debido a la entrada de 

calcio a través de los CCSV activados por la despolarización de la membrana. Esto permite la fusión 

de las vesículas con la membrana presináptica y la liberación del transmisor. En el espacio sináptico, 

el glutamato activa a sus receptores iGluRs y mGluRs localizados en la membrana de la postsinápsis. 

Posteriormente es removido mediante transportadores específicos. Una parte del glutamato capturado 

por los astrocitos es convertido a glutamina, la cual se libera y posteriormente es captada por las 

neuronas que la convierten de nuevo a glutamato. 
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3.3 Excitotoxicidad 

La excitotoxicidad hace referencia a la relación entre las propiedades excitadoras y 

tóxicas del glutamato y sus análogos. La neurotoxicidad del glutamato se conoce desde 

hace más de 40 años. En 1954, Hayashi describió que el glutamato inyectado 

directamente en el cerebro del perro era capaz de producir convulsiones (Hayashi, 

1954). En 1957, Lucas y Newhouse encontraron que la inyección sistémica 

intraperitoneal de glutamato en ratas inmaduras producía degeneración en la retina 

(Lucas y Newhouse, 1957). Curtis y colaboradores en 1959, mediante 

microelectroforesis, técnica que permite la aplicación tópica de fármacos y el monitoreo 

de la tasa de disparo de una neurona, demostraron los efectos postsinápticos excitadores 

del glutamato (Curtis, 1959). Además encontraron que el glutamato y sus análogos,  

cuando se superfundían en células de la médula espinal del gato, producían un aumento 

en su tasa de disparo (Curtis et al., 1959). Años más tarde, en 1969, Olney descubrió 

que el glutamato inyectado en ratones inmaduros producía daño en áreas del cerebro en 

donde la barrera hematoencefálica no estaba del todo desarrollada (Olney, 1969). De ahí 

surge el término excitotoxicidad, que hace referencia a la toxicidad del principal 

neurotransmisor excitador del SNC bajo ciertas circunstancias.  

Este mecanismo de daño ha sido ampliamente estudiado durante los últimos años ya que 

se ha encontrado una relación entre la muerte neuronal excitotóxica y la 

neurodegeneración en padecimientos de tipo agudo como el trauma, la isquemia y la 

hipoglucemia, y progresivos como algunas enfermedades neurodegenerativas, entre 

ellas las enfermedades de Huntington, Alzheimer y Parkinson, la esclerosis lateral 

amiotrófica, y la demencia asociada al SIDA (Lipton y Rosenberg, 1994). 

En estudios pioneros Olney propuso que el mecanismo a través del cual el glutamato 

daña a las neuronas estaba relacionado con la excitación prolongada de la neurona 

agotando sus reservas energéticas. Sin embargo, los trabajos de Choi en 1987, 
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mostraron que la entrada de calcio por los RNMDA es el factor determinante de la 

muerte excitotóxica (Choi, 1987; Choi et al., 1987, Choi et al., 1988). La concentración 

de calcio en el medio intracelular es mucho menor (del orden nanomolar) que en el 

extracelular (1-2 mM) y está finamente regulada, ya que cuando aumenta activa 

proteasas, endonucleasas y fosfolipasas, entre otras enzimas, produciendo daño a 

organelos y membranas, lo que induce la muerte neuronal. Además de la entrada de 

calcio por los RNMDA, el transporte de estos iones al citoplasma puede ocurrir a través 

de los CCSV. La concentración intracelular de calcio se mantiene baja gracias a la 

acción de diversos sistemas intracelulares, entre ellos el intercambiador Na+/Ca2+, cuya 

acción depende del gradiente de sodio, y que remueve iones calcio del interior celular 

actuando concertadamente con la ATPasa de Na+/K+. Los iones calcio también son 

removidos del citoplasma por la acción de la ATPasa de Ca2+ de la membrana 

plasmática y almacenados en el retículo endoplásmico a través de la ATPasa de Ca2+ 

presente en este sistema (Berridge et al., 1998). El calcio también puede ser liberado del 

retículo endoplásmico a través de la estimulación de los receptores a IP3 después de la 

activación de la PLC por las proteínas G o por los receptores a rianodina estimulados 

por calcio (Berridge, 1993; Hamilton, 2005). 

Cuando el estado energético neuronal es deficiente, el glutamato causa daño a las 

neuronas aún a concentraciones fisiológicas, debido a la despolarización de la 

membrana ocasionada por la falta de ATP. Esto conduce a la liberación del ión Mg2+, 

que normalmente está bloqueando el poro del canal del RNMDA de una manera 

dependiente de voltaje, y a la activación de este receptor, con la subsecuente entrada de 

calcio. Este fenómeno se conoce como excitotoxicidad secundaria (Novelli et al., 1988). 

El daño excitotóxico está relacionado con el estrés oxidativo inducido por el incremento 

en la concentración de Ca2+ intracelular, lo cual se discutirán más adelante. 
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4. Estrés oxidativo  

El oxígeno es un elemento químico con una configuración 1s2 2s2 2p4 que a temperatura 

y presión estándar se encuentra como una molécula diatómica de fórmula O2.  Los 

organismos aerobios utilizan al oxígeno como aceptor final de electrones para generar el 

gradiente protón motriz necesario para la síntesis de ATP, pero este mecanismo por sí 

mismo produce moléculas altamente reactivas denominadas especies reactivas de 

oxígeno (ERO), las cuales se generan también durante otras reacciones bioquímicas y 

funciones celulares, por lo que existen mecanismos para contrarrestar su producción y 

evitar el daño a biomoléculas, de tal forma que su generación se equilibre con su 

remoción. Cuando existe un desequilibrio entre la generación y la eliminación de estas 

especies, ya sea porque aumenta su producción o porque los sistemas antioxidantes 

disminuyen, se produce un estado denominado estrés oxidativo, en el que las ERO 

producen daño a lípidos, proteínas y DNA. 

El cerebro es un órgano particularmente susceptible al daño oxidativo debido, en parte, 

a la alta tasa de consumo de oxígeno necesario para mantener los altos requerimientos 

de ATP (Halliwell, 2006). Otras de las causas de susceptibilidad del cerebro al daño 

oxidativo son: 

• Las membranas neuronales tienen un alto contenido de ácidos grasos 

poliinsaturados que son más susceptibles de ser oxidados por sus dobles 

enlaces. La oxidación lipídica o lipoperoxidación membranal genera 

metabolitos como el 4-hidroxinonenal, un aldehído citotóxico que puede 

unirse a proteínas y afectar su función, como es el caso de los transportadores 

de glutamato, proteínas del citoesqueleto (Mark et al. 1997; Ong et al. 2000b) 

y enzimas como la α-cetoglutarato deshidrogenasa (Sheu and Blass 1999). 

• Las defensas antioxidantes son menos abundantes en comparación con otros 

tejidos (Halliwell, 2001). 
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• La presencia de hierro, que además de formar parte importante en las regiones 

catalíticas de enzimas como los citocromos, aconitasas y ferritinas entre otras, 

en condiciones de daño se libera junto con el cobre y genera radicales libres a 

través de las reacciones de Fenton y de Habber-Weiss (Halliwell, 2001). 

• La susceptibilidad al daño oxidativo se incrementa con la edad debido a la 

acumulación de radicales como parte del metabolismo basal, y a que la 

efectividad de los mecanismos que se encargan de reparar el daño disminuye 

(Halliwell, 2006).  

• La oxidación de varios neurotransmisores o sus precursores. La dopamina, la L-

DOPA, la serotonina y la norepinefrina reaccionan con el O2 para formar anión 

superóxido (O2
•-)

 
(Spencer et al., 1998). 

Las ERO reaccionan con ácidos nucleicos, proteínas, lípidos y carbohidratos alterando 

su estado de oxidación, de tal forma que modifican sus  funciones fisiológicas. Por 

ejemplo, su interacción con proteínas genera modificaciones en su sitio catalítico 

inhibiendo sus funciones. La oxidación de los ácidos grasos poliinsaturados resulta en la 

pérdida de la integridad de la membrana, lo que ocasiona un daño severo para las 

células por la pérdida en la regulación iónica. 

 

4.1 Especies reactivas y radicales libres  

Los electrones se encuentran  distribuidos en orbitales en los átomos y moléculas. Cada 

orbital puede contener un máximo de dos electrones con spins opuestos. Un radical libre 

se define como cualquier especie que contiene uno o más electrones desapareados y es 

capaz de existir de manera independiente (Halliwell y Gutteridge, 1999). La presencia 

de un electrón desapareado en ocasiones hace a los radicales libres altamente reactivos 

aunque su reactividad química puede variar. Los radicales libres generalmente son 

moléculas de vida corta debido a su reactividad ya que actúan removiendo un electrón 
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de otro compuesto, oxidándolo, o donando uno de sus electrones dando lugar a que el 

compuesto aceptor se vuelva más reactivo. De modo que la medición directa de estas 

moléculas es complicada, así que las técnicas empleadas para su investigación en los 

sistemas biológicos se basan en la identificación de indicadores de la presencia de estos 

radicales como son bases, proteínas y lípidos oxidados, y compuestos capaces de emitir 

fluorescencia al ser oxidados por diversas especies reactivas y radicales libres. 

Especies reactivas (ER) es un término amplio que abarca tanto a las ERO radicales y no 

radicales, como a las especies reactivas de nitrógeno (ERN)  que son  moléculas 

reactivas que contienen nitrógeno aunque en sentido estricto también son ERO ya que 

contienen oxígeno, y pueden ser radicales y no radicales (Tabla 1). 

Tabla 1. Especies reactivas radicales  y no radicales 

Radicales libres  No radicales  

ERO  
 Superóxido O2

•-  
  Hidroxilo  OH•  
  Hidroperoxil HO2

• (superóxido protonado)  
  Carbonato CO3

•-   
  Peroxil RO2

•- 
  Dióxido de carbono radical CO2

•-  
  Singulete ↑O2 (1Σg) 
  Alcoxil RO•  

ERO  
  Peróxido de hidrógeno H2O2  
  Peróxidos orgánicos ROOH  
  Ácido hipobromoso HOBr  
  Ácido hipocloroso HOCl  
   

 ERN  
  Óxido nítrico NO•  
  Dióxido de nitrógeno NO2

• 
  Nitrato NO3

• 

ERN  
  Peroxinitrito ONOO-  
  Peroxinitrato O2NOO-     
  Ácido peroxinitroso ONOOH  
  Ácido nitroso HNO2  
  Catión nitrosil NO+  
  Anión nitrosil NO-  

 

Las ER más importantes en el contexto celular son el anión superóxido, el radical 

hidroxilo, el peróxido de hidrógeno y el óxido nítrico.  

Anión superóxido  

El anión superóxido es una molécula diatómica de oxígeno con un electrón desapareado 

de fórmula O2
•-. Este radical se forma en condiciones fisiológicas por varios procesos. 
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Por ejemplo, en la cadena transportadora de electrones. Cuando los electrones pasan a 

través de los complejos pueden fugarse y unirse al O2, formando superóxido debido a 

que el oxígeno acepta un electrón a la vez (Turrens, 2003). El superóxido se ha descrito 

como un radical débil, de tal forma que su importancia radica en que reacciona con 

otros radicales para formar especies más reactivas (Sawyer, 1981).  

Otra fuente de O2
•- es la oxidación de algunas moléculas no radicales como la 

epinefrina, la dopamina, la 6-hidroxidopamina y moléculas que contienen grupos tiol 

como la cisteína, las cuales reaccionan lentamente con el O2 para formar O2
•- (Spencer 

et al., 1998). 

El O2
•- también se forma durante la conversión de la xantina a ácido úrico catalizado por 

la enzima xantina oxidasa (Hille y Nishino, 1995), activada por la entrada de calcio 

(Dykens et al., 1987) subsecuente a la activación de los RNMDA (Coyle y Puttfarcken, 

1993). 

Radical hidroxilo 

El radical hidroxilo OH•, uno de los radicales del oxígeno más agresivos, reacciona casi 

con cualquier biomolécula (Halliwell y Gutteridge, 1999). Usualmente se produce 

mediante tres mecanismos:  

• La fisión homolítica del agua por la radiación ionizante (von Sonntag, 1987).  

• La ruptura del H2O2 en presencia de metales por la reacción de Fenton (Sutton y 

Winterbourn, 1989; Halliwell y Gutteridge, 1992): 

Fe2+ + H2O2   →  Fe3+ + OH• +  OH
- 

• Mediante la fisión homolítica del ácido peroxinitroso, una ERN no radical pero 

muy reactivo (Halliwell, 2006): 

ONOOH →NO•
2 + OH• 
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Peróxido de hidrógeno  

El peróxido de hidrógeno es una ERO no radical, de fórmula H2O2 presente en 

numerosos sistemas biológicos y que se produce mediante diferentes reacciones 

enzimáticas, como la catalizada por la superóxido dismutasa (SOD), las oxidasas de D-

aminoácidos, las amino oxidasas, las glucolato oxidasas y en las reacciones redox 

cíclicas de ciertos compuestos como las catecolaminas (Halliwell y Gutteridge, 1999): 

  SOD 

2O2
•-  + 2H+

→H2O2 + O2 

 

Óxido nítrico 

El óxido nítrico es un radical sin carga, hidrofóbico, por lo que atraviesa fácilmente las 

membranas celulares (Beckman y Koppenol, 1996). El óxido nítrico actúa como 

vasodilatador,  neurotransmisor y segundo mensajero (Stamler, 1994; Halliwell y 

Gutteridge, 1999). 

Se forma a partir de L-arginina a través de la óxido nítrico sintasa (NOS) (Moncada y  

Higgs, 1995): 

  L-arginina + O2 + NADPH + H+ → . NO• + citrulina + NADP+ 

La enzima que produce al óxido nítrico puede ser activada por el aumento en la 

concentración intracelular de calcio, de una manera dependiente del complejo calcio-

calmodulina (Alderton et al., 2001). 

Por otro lado el óxido nítrico reacciona con el radical superóxido para formar 

peroxinitrito: 

NO� + O2
•-
→   ONOO─ 

Además, el óxido nítrico se une a la citocromo c oxidasa reduciendo su afinidad por el 

O2 lo cual afecta el flujo de electrones de la mitocondria y la síntesis de ATP (Poderoso 

et al., 1996). 
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Peroxinitrito 

El peroxinitrito se forma rápidamente a través de la interacción entre el O2
•-y NO•. El 

ONOO─  es un nitrato y un poderoso agente oxidante. Ocasiona la nitración de la 

guanina y la formación de carbonilos y otros productos oxidados en las proteínas como 

la nitrotirosina (Pryor y Squadrito, 1995).   

La protonación del peroxinitrito conduce a la formación del ácido peroxinitroso 

(Alvarez y Radi, 2003): 

H+ 

ONOO─    →   HONOO 

El ácido peroxinitroso se puede descomponer en radical hidroxilo y dióxido de 

nitrógeno: 

HONOO   →     OH• + NO2
� 

El radical dióxido de nitrógeno es un poderoso agente nitrante y promueve procesos de 

lipoperoxidación (Augusto et al., 2002). 

 

4.2 Sistemas de defensa antioxidante 

Debido a que las especies reactivas se forman como parte de procesos bioquímicos 

normales, existen sistemas que se encargan de destoxificar a las células  de estas 

moléculas a través de enzimas o compuestos que, por sus características químicas, 

actúan como antioxidantes.  

Superóxido dismutasa (SOD) 

La SOD es considerada un mecanismo de defensa antioxidante debido a que dismuta al 

superóxido agregándole dos protones (Fridovich, 1989) en la reacción: 

2O2
•-  + 2H+→H2O2 + O2 

Existen tres isoformas de la enzima, la Mn-SOD o SOD2, que se encuentra 

principalmente en la mitocondria y que requiere manganeso en su sitio activo, la Cu-Zn-

SOD o SOD1 citoplasmática que requiere cobre y zinc en su sitio catalítico y la 
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superóxido extracelular EC-SOD, la cual es liberada al espacio extracelular y se expresa 

principalmente en el músculo liso vascular (Maier y Pak, 2002).  

La SOD se expresa en el sistema nervioso y debido a que en la reacción que cataliza se 

genera otra especie reactiva no radical, el peróxido de hidrógeno, debe actuar en 

conjunto con enzimas que catalicen la transformación del H2O2 a moléculas menos 

reactivas (Halliwell, 2006), como las peroxidasas, la catalasa y la glutatión peroxidasa,.  

En algunas enfermedades neurodegenerativas como la esclerosis lateral amiotrófica y la 

ataxia de Frederich se han descrito alteraciones en la SOD involucradas en el 

mecanismo de daño en estos padecimientos (Beal y Shults, 2003; Hart  et al., 2005). 

Catalasa 

La catalasa (CAT) es una enzima presente en los peroxisomas de las células de 

mamíferos (Chance et al., 1979), que cataliza la conversión del peróxido de hidrógeno a 

agua y oxígeno en función de  la concentración de H2O2. Si ésta es alta, se lleva a cabo 

la reacción anterior, pero si es baja, en presencia de un donador apropiado de hidrógeno 

como el metanol, el etanol, el fenol u otros, la catalasa remueve el H2O2 oxidando su 

sustrato (Chance et al,. 1979): 

CAT 

 2H2O2 → 2H2O + O2 

CAT 

AH 2 + H2O2→ A + 2H2O 

Esta enzima actúa junto con la SOD, pero su contenido en el cerebro es muy bajo 

comparado con otros tejidos (Halliwell, 2001). 

Glutatión Peroxidasa (GPx) 

La GPx es el principal mecanismo de destoxificación de peróxidos en el cerebro 

(Brigelius-Flohe, 1999). Se localiza en el citoplasma y la matriz mitocondrial. Esta 
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enzima contiene selenio en su sitio catalítico (Maiorino et al., 1995). Descompone los 

peróxidos mediante las siguientes reacciones, en la que el glutatión es oxidado:  

H2O2 + 2GSH → GSSG + 2H2O 

ROOH + 2GSH → ROH + GSSG 

α-tocoferol 

Vitamina E es el nombre con el que se designa a cuatro tocoferoles y cuatro 

tocotrienoles, moléculas liposolubles que forman parte integral de la membrana y evitan 

la lipoperoxidación, eliminando los radicales peróxido usando un grupo OH (Parks and 

Traber 2000). Convierten los radicales alquilperoxil en hidroxiperóxidos y 

simultáneamente éstos en radicales tocoferoxil: 

Toc-OH + LO•
2 → Toc-O• + LOOH 

El radical tocoferoxil es poco reactivo y es reducido en parte por el ascorbato 

convirtiéndolo a tocoferol: 

Toc-O• + ascorbato → Toc-OH + radical ascorbil 

 

En el cerebro, el α-tocoferol parece ser el tocoferol más importante o tal vez el único 

(Roy et al., 2002; Hayton and Muller 2004) y su deficiencia afecta más al SNC que al 

periférico, por lo que sus niveles en el cerebro parecen estar altamente regulados 

(Halliwell, 2006). 

Glutatión (GSH) 

El glutatión es el tripéptido γ-L-glutamil-L-cisteinil-glicina. que además de sus 

funciones como antioxidante por contener un grupo tiol, está involucrado en otros 

procesos celulares como cofactor en reacciones de isomerización, almacenamiento y 

transporte de cisteína, destoxificación de xenobióticos y mantenimiento del potencial 

redox de los tioles en las células, conservando a los grupos sulfhidrilos en su forma 

reducida (Dringen, 2000). Se encuentra a una concentración de 1 a 3 mM en el cerebro 
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(Cooper, 1997). Reacciona directamente con radicales como el anión superóxido, el 

radical hidróxilo y el óxido nítrico (Saez et al., 1990; Clancy et al., 1994; Winterbourn y 

Metodiewa, 1994; Singh et al., 1996). 

El glutatión oxidado que resulta de la reacción catalizada por la GPx consta de dos 

moléculas de GSH unidos por un enlace disulfuro y puede ser convertido de nuevo a su 

forma reducida por las enzimas glutatión reductasas, que contiene flavín adenín 

dinucleótido (FAD) y que además requieren de NADPH, mediante la reacción 

(Halliwell y Gutteridge, 1999): 

GSSG + NADPH + H+ →2GSH + NADP+ 

 

5. Señalización por Ca2+ y estrés oxidativo 

El calcio puede actuar como una molécula señalizadora. Los procesos de señalización 

regulados por Ca2+ son procesos biofísicos y moleculares que relacionan al estímulo 

externo con la expresión de respuestas intracelulares mediante el aumento en la 

concentración intracelular de Ca2+ ([Ca2+] i). Generalmente el estímulo externo es una 

hormona, un factor de crecimiento o un neurotransmisor (Bird y Putney, 2006). En las 

células excitables, el estímulo inicial puede causar cambios en el potencial de 

membrana, lo que a su vez, al modificar la [Ca2+] i, activa vías de señalización. Varios 

estímulos fisiológicos aumentan transitoriamente la [Ca2+] i,  sin embargo, en 

condiciones patológicas, este aumento es más sostenido y pronunciado (Leist y 

Nicotera, 1999). 

El papel del calcio como molécula señalizadora requiere de la existencia de un gradiente 

de concentración extra e intracelular. Este gradiente de concentración se debe a que la 

concentración extracelular varía entre 1.3 y 1.8 mM en tanto que la [Ca2+] i es cuatro 

órdenes de magnitud menor, alrededor de 100 nM (Carafoli, 1997).  
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La regulación en la [Ca2+] i es un proceso muy controlado ya que un aumento 

pronunciado puede causar daño celular al activar enzimas hidrolíticas, originando gasto 

de energía debido a que los sistemas de extrusión y almacenamiento de este catión son 

dependientes de ATP, degradación del citoesqueleto y muerte celular (Leist y Nicotera, 

1999). 

. 

5.1 Regulación del calcio intracelular 

En el medio intracelular, el Ca2+ está compartamentalizado dentro de varias pozas. En 

estos sitios localmente restringidos, el Ca2+ puede encontrarse ya sea libre o unido a 

proteínas, como parte de sus funciones efectoras (por ejemplo la calmodulina o la 

calbindina) o almacenado (calbindina) (Carafoli, 1991; Mattson et al., 1991). El Ca2+
 

intracelular es secuestrado en organelos por procesos que consumen energía. El sistema 

de captura con mayor afinidad se encuentra en el retículo endoplásmico. A 

concentraciones de calcio mayores, la captura originada por el potencial en la 

mitocondria también puede activarse (Brookes et al., 2004). 

Además del amortiguamiento de la [Ca2+] i por organelos, éste también puede ser 

removido a través de antiportadores de H+ o Na+ (White y Reinolds, 1995) y por la 

bomba de Ca2+ dependiente de ATP localizada en la membrana plasmática, lo que 

origina el consumo de ATP (Carafoli, 2002). 

En las neuronas, el influjo de Ca2+ del medio extracelular ocurre principalmente a través 

de canales de CCSV, los cuales se abren cuando la membrana plasmática neuronal se 

despolariza. Existen varios tipos de CCSV, de éstos, los N y P están involucrados en la 

entrada de Ca2+ de la presinápsis, necesaria para la fusión vesicular y la liberación del 

neurotransmisor, en tanto que los de tipo L están involucrados en la despolarización 

postsináptica  (Miljanich y Ramachandran, 1995). 
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Otra vía de entrada de Ca2+ importante en el SNC es a través de los RNMDA. Los 

RNMDA, canales de calcio activados por ligando, son probablemente los más 

importantes en la muerte neuronal (Rottman y Olney, 1995; Choi, 1988). 

La [Ca2+] i también puede elevarse debido a la inhibición de su extrusión o bien por la 

liberación de pozas intracelulares . En el retículo endoplásmico, esta liberación está 

dada por dos tipos de receptores, los receptores a IP3 (Berridge, 1993) y los receptores a 

rianodina, (Hamilton, 2005) por lo que la liberación de Ca2+ del retículo puede deberse a 

la estimulación de receptores que no están ligados al Ca2+, por ejemplo los mGluRs 

(Fisher et al., 1987, (Kostyuka y Verkhratskya, 1994). La mitocondria también puede 

liberar el Ca2+que almacena cuando la membrana mitocondrial se despolariza (Brookers 

et al., 2004). 

El aumento en la [Ca2+] i  no necesariamente origina muerte neuronal. Al parecer, el 

influjo de Ca2+ a través de CCSV es mejor tolerado que cuando ocurre a través de los 

RNMDA (Leist y Nicotera, 1999). 

A diferencia del exceso de Na+ que puede dañar a las células por efecto osmótico 

directo, el aumento en la [Ca2+] i probablemente no origina daño por sí mismo, pero sí 

las vías que se activan río abajo. Algunas de estas vías son el resultado de una 

concentración de Ca2+ elevada que se sostiene, en tanto que otras sólo requieren de un 

aumento transitorio en la [Ca2+] i  como disparador de la señal (Leist y Nicotera, 1999). 

 

5.2 Vías de producción de ER activadas por Ca2+ 

El aumento en la [Ca2+] i 
+ activa varias  enzimas que producen especies reactivas. 

Óxido nítrico sintasa 

La sintasa de óxido nítrico (NOS) es una enzima relacionada con el citocromo P450, y 

cataliza la conversión de arginina y oxígeno en citrulina y óxido nítrico. Requiere 

NADPH, FMN, FAD, tetrahidrobiopterina y un grupo hemo Fe3+ para llevar a cabo su 
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función. En el cerebro existen diferentes isoenzimas de esta enzima. Dos isoformas se 

expresan constitutivamente en las neuronas, la NOS neuronal (nNOS) y la eNOS o 

endotelial. Estas isoformas se activan de una manera dependiente del complejo 

calcio/calmodulina que se forma cuando aumenta la [Ca2+] i. En cambio, la NOS 

inducible, presente en las células gliales, se activa por estímulos tales como las citocinas 

y funciona a concentraciones basales de Ca2+ (Murphy, 2000).  

La activación de la nNOS inducida por la entrada de Ca2+ a través de los RNMDA se ha 

implicado en el daño excitotóxico en cultivos de neuronas corticales (Dawson et al., 

1991) y en la isquemia (Huang et al., 1993). El posible mediador citotóxico terminal 

parece ser el peroxinitrito que se forma cuando el anión superóxido reacciona con el 

óxido nítrico (Dawson y Dawson, 2004). 

Fosfolipasa A2 citosólica  dependiente de Ca2+ (cPLA2) 

La fosfolipasa A2 citosólica dependiente de calcio (cPLA2) es una lipasa que remueve el 

ácido graso de la posición 2n de los glicerofosfolípidos liberando un ácido graso y un 

lisofosfolípido.  

La cPLA2 está involucrada en la neurotoxicidad. Su activación mediada por calcio 

origina la liberación del ácido araquidónico y ácidos grasos poliinsaturados que son 

posteriormente metabolizados por lipooxigenasas y ciclooxigenasas con la  producción 

simultánea de ER, O2
•- y OH• (Nanda et al., 2007). Además, la activación de la cPLA2 

genera lisofosfátidatos que alteran la estructura de las membranas, lo cual puede 

facilitar el influjo de Ca2+ y su liberación de pozas intracelulares (Traystman et al,. 

1991). En neuronas, el influjo de Ca2+ a través de los RNMDA y la activación de la 

cPLA2  están relacionados (Dumuis et al., 1988; 1993). La liberación del ácido 

araquidónico posterior a la activación de la cPLA2 puede inhibir la recaptura de 

glutamato tanto en neuronas como en células gliales y puede por tanto prolongar la 

excitotoxicidad (Volterra et al., 1992). 
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Xantina oxidasa 

La enzima xantina deshidrogenasa se convierte a xantina oxidasa (XaO) por proteólisis 

dependiente de Ca2+ y por oxidación de sus grupos –SH, causando la oxidación de la 

hipoxantina acumulada a xantina en condiciones de disminución de ATP, produciendo 

superóxido y peróxido de hidrógeno (McCord, 1985; Hille y Nishino, 1995). 

En condiciones de isquemia cerebral se ha observado la participación de esta enzima en 

la generación de ER durante la reoxigenación (Lin y Phillips, 1991; Abramov et al., 

2007). 

NADPH oxidasa 

La NADPH oxidasa (NOX) es una enzima multimérica que produce anión superóxido 

reduciendo al oxígeno molecular. La activación de varias isoformas de esta enzima 

depende de la translocación a la membrana plasmática de una de las subunidades que la 

componen, lo cual ocurre después de su fosforilación por proteína cinasas como la 

proteina cinasa C (PKC). La PKC es activada por Ca2+, por lo que la activación de la 

NOX depende indirectamente y en parte del Ca2+ (Kishida et al., 2005; Shelat et al., 

2008; Brennan et al., 2009). 

Mitocondria 

La mitocondria juega un papel dual en la toxicidad del Ca2+. Por una parte reduce su 

aumento en el citoplasma secuestrando este ion, en tanto que al sobrecargarse de Ca2+ y 

después de la pérdida de su potencial de membrana, puede liberarlo y generar ER. 

Además, cuando este organelo está comprometido, no sólo participa pasivamente en la 

citotoxicidad, dado que ya no provee a la célula del ATP suficiente, sino que también 

genera señales involucradas en la ejecución de la apoptosis (Lizard et al., 1995; Liu et 

al., 1996). 

El Ca2+ se secuestra en la mitocondria principalmente por un uniportador de Ca2+  o por 

un antiportador de Ca2+/2Na+ bajo condiciones de sobrecarga de Na+. El uniportador 
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funciona por el potencial de membrana y posee una gran capacidad, pero su afinidad es 

relativamente baja. El nivel más bajo al cual la mitocondria en el cerebro regula la 

[Ca2+] i  es 300 nM en presencia de espermina y puede requerir incluso concentraciones 

mayores de Ca2+ (1 µM) bajo condiciones desfavorables. Así, se ha sugerido que el Ca2+ 

se importa a la mitocondria sólo durante condiciones de estimulación prolongada y 

sobrecarga, o cuando se crean altas concentraciones de Ca2+ transitorias en sitios 

cercanos a la mitocondria (Kostyuka y Verkhratskya, 1994). 

Se han postulado varios mecanismos por los cuales el Ca2+ puede ser liberado de la 

mitocondria. La extrusión del Ca2+ es un proceso que requiere energía y está 

relacionado con el intercambio de dos H+. La liberación de Ca2+ de la mitocondria se 

estimula por el estrés oxidativo. Tal aumento en la liberación de Ca2+ puede originar un 

“ciclo del Ca2+”, es decir, la captura y liberación continua de Ca2+ por la mitocondria 

conllevan a la pérdida del potencial de membrana y a la falla de la mitocondria 

(Brookes et al., 2004). 

La interacción entre el aumento en la [Ca2+] i  y las ROS pueden generar un círculo 

vicioso, dado que la mitocondria, al tratar de compensar las consecuencias de la 

activación de los RNMDA y la captura de Ca2+, aumenta la producción de ER y la 

extrusión de Ca2+, dañando aún más a la cadena transportadora de electrones que ya se 

encuentra desacoplada (Dykens, 1994; Dugan et al., 1995; Reynolds y Hasting, 1995). 

Otro mecanismo de liberación de Ca2+de la mitocondria involucra la transición de la 

permeabilidad mitocondrial, la cual está relacionada con la apertura de un poro en la 

membrana interna mitocondrial, lo que la hace completamente permeable a iones y 

pequeñas moléculas. En tales condiciones, la liberación de Ca2+no necesita energía. La 

transición de la permeabilidad es una consecuencia tanto de la sobrecarga de Ca2+ como 

del estrés oxidativo, y eventualmente genera la pérdida del potencial de membrana y la 

distensión de la mitocondria (Crompton, 1999). 
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La principal ERO que se forma en la mitocondria es el anión O2
•-, el cual se puede 

convertir a H2O2 por la SOD o por dismutación espontánea; y el H2O2 puede formar 

OH• por la reacción de Fenton (Halliwell y Gutteridge, 1999).  

En la figura 3 se esquematiza la relación entre la excitotoxicidad y el estrés oxidativo 

debido al aumento en la concentración de calcio. 

 

 

Figura 4. Excitotoxicidad y estrés oxidativo. La entrada de Ca2+ por los RNMDA induce la activación de 

enzimas productoras de ER como la cPLA2, la XaO, la NOX y la NOS; la sobrecarga de Ca2+mitocondrial 

aumenta la producción de O2
•- y  este a su vez puede dar lugar a la producción de H2O2 y de OH•. Las 

especies reactivas pueden atacar lípidos y diversas proteínas afectando su función. 

 

6. Mecanismos involucrados en el daño hipoglucémico 

La disminución en los niveles de ATP resultante de la hipoglucemia favorece la 

extrusión del ion Mg2+ del RNMDA induciendo su activación. Además, ocurre un 

aumento en los niveles de aminoácidos excitadores en el espacio extracelular por el 
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fallo en sus sistemas de recaptura, ya que son dependientes de energía. Los aminoácidos 

excitadores también se liberan porque debido a la falla energética se despolariza la 

membrana plasmática, ya que se colapsan los gradientes iónicos. Lo anterior resulta en 

una mayor estimulación de los RNMDA favoreciendo el daño excitotóxico (Sandberg et 

al., 1986; Wieloch, 1985). 

La vulnerabilidad al daño hipoglucémico varía en las diferentes regiones del cerebro 

siendo ciertas poblaciones de neuronas más vulnerables que otras. Las neuronas más 

vulnerables son las neuronas de la región CA1, del subiculum y del giro dentado del 

hipocampo; las neuronas en la capa externa de la corteza y las neuronas del estriado 

(Auer et al., 1984b). Todas estas neuronas reciben una gran cantidad de inervaciones 

glutamatérgicas, lo que ha sugerido que el daño hipoglucémico es de tipo excitotóxico. 

Además, la muerte neuronal en el estriado se previene cuando se eliminan las vías 

cortico-estriatales que son glutamatérgicas (Wieloch et al., 1985). 

Otra evidencia que apoya a la excitotoxicidad como el mecanismo de muerte en la 

hipoglucemia es que la administración de antagonistas de los RNMDA previene la 

muerte neuronal (Wieloch, 1985; Nellgard y Wieloch, 1992), aun cuando son 

administrados después del periodo hipoglucémico (Papagapiou y Auer, 1990). 

La alteración en la homeostasis iónica del Ca2+ origina un cambio en el potencial de 

membrana mitocondrial y la apertura del poro de transición de la permeabilidad 

mitocondrial (MPT). Se ha sugerido que la apertura del MPT está asociada al daño 

hipoglucémico, ya que el tratamiento con un inhibidor de este poro lo disminuye 

(Friberg et al., 1998). Además, la mitocondria es muy importante en la activación de 

vías de señalización que conllevan a la muerte apoptótica liberando factores 

proapoptóticos como el citocromo c y el factor inductor de la apoptosis (Moley y 

Mueckler, 2000). 
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Por otra parte, se ha sugerido el estrés oxidativo como otro mecanismo que contribuye 

al daño neuronal en la hipoglucemia. Las evidencias que apoyan lo anterior se discuten 

a continuación. 
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7. Antecedentes 

El estrés oxidativo se ha sugerido como un mecanismo de daño neuronal asociado con 

la hipoglucemia. En modelos animales de hipoglucemia inducida por insulina se ha 

observado un aumento en los niveles de lipoperoxidación de la membrana plasmática 

(Papadopoulos et al., 1997; Patockova et al., 2003; McGowan et al., 2006) y 

mitocondrial (Ballesteros, 2003) en cerebros de animales hipoglucémicos aún antes de 

que se presente el periodo isoeléctrico (Haces et al., 2010). 

Por otra parte, se ha observado la producción de ER y la protección con antioxidantes 

en condiciones de inhibición glucolítica o de ausencia de glucosa (AG) in vitro (Chow 

et al., 1994; Nakao et al., 1996; Rego et al., 1999; Liu et al., 2003; Massieu et al., 2003; 

McGowan et al., 2006; Hernández-Fonseca et al., 2008). 

En cuanto a las fuentes de dichas ER, se ha observado que en cultivos de astrocitos la 

inhibición de la XaO y de la NOS no previene el daño producido por la privación de 

glucosa (Papadopoulos et al 1997), mientras que estudios en neuronas corticales 

cultivadas y en el modelo animal de hipoglucemia inducida por insulina, sugieren que la 

actividad de la NOX  participa en el daño hipoglucémico al activarse después de la re-

introducción de glucosa (Suh et al., 2007). También se ha observado que la 

lipooxigenasa-12 participa en la producción de ER durante la reintroducción de glucosa 

posterior a la privación de glucosa en cultivos primarios de corteza (Nagasawa, 2007). 

Por otra parte, la inhibición de la NOS en células de retina en condiciones de deficiencia 

energética no tiene efecto protector alguno (Rego et al., 1999). 

En el modelo de privación de glucosa en nuestro laboratorio encontramos que la 

producción de ER ocurre después de la activación de los receptores NMDA, ya que 

cuando éstos son bloqueados se evita el aumento en las ER así como la muerte neuronal 

(Páramo, 2008). Lo anterior sugiere que el estrés oxidativo en estas condiciones 
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depende directamente de la excitotoxicidad. Sin embargo su contribución a la muerte 

neuronal no se ha esclarecido. 

La entrada de Ca2+ a través de los RNMDA activa sistemas generadores de ER, sin 

embargo en la hipoglucemia o durante la ausencia de glucosa in vitro no se han 

explorado del todo cuáles son las vías productoras de ER que se activan,  ni cuál es su 

participación en el daño y la muerte neuronal. 

Por esto, en el presente estudio nos proponemos identificar si la producción de ER 

depende de Ca2+, cuáles son sus vías de producción y cuál es su papel en la muerte 

neuronal. 
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8. HIPOTESIS 

La ausencia de glucosa inducirá la producción de ER por sistemas dependientes de Ca2+. 

La producción de especies reactivas contribuirá a la muerte neuronal. 
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9. OBJETIVOS: 

• Establecer el curso temporal de la generación de ER durante la ausencia de glucosa 

en neuronas cultivadas de hipocampo.  

• Determinar el curso temporal del aumento de Ca2+ intracelular. 

• Identificar si sistemas dependientes de Ca2+ participan en la producción de ER 

durante la ausencia de glucosa. Se estudiará la participación de: la NOS, la  XaO, la 

cPLA2 y la NOX. 

• Determinar cuál es el papel de la activación de estas vías y la consiguiente 

formación de especies reactivas en la muerte neuronal inducida por la ausencia de 

glucosa en neuronas cultivadas de hipocampo. 
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10. Metodología  

Se utilizaron cultivos primarios de neuronas de hipocampo preparados de embriones de 

ratas Wistar de 17-18 días de gestación, sembradas en medio de cultivo Neurobasal 

suplementado con B27, L-glutamina (0.5 mM) y gentamicina (20 µg/ml) (Hernández-

Fonseca y Massieu, 2005). A los 4 días in vitro (DIV) se agregó citosina arabinosa para 

inhibir la proliferación glial (10 µM). A los 7 DIV, al medio en el que están sembradas 

las células se le agregó medio Neurobasal sin antioxidantes fresco. Las células fueron 

utilizadas a los 10-12 DIV. 

10.1 Tratamientos  

A los 10-12 DIV las células se expusieron a medio sin glucosa (Dulbecco´s Modified 

Eagle Medium, DMEM sin glucosa) durante diferentes tiempos desde 15 minutos hasta 

4 horas.  

Utilizando un enfoque farmacológico, se determinó la participación de las diferentes 

vías productoras de ER en la ausencia de glucosa. Para esto se utilizaron los siguientes 

inhibidores: alopurinol (250 µM) inhibidor de la enzima XaO, 7-nitroindazol (7-NI 10 

µM) y 2-etil-2-tiopseudourea hidrobromuro (EPTU 500 µM) inhibidores de la NOS, 

araquidonilmetil cetona (AACOCF3 1 µM) inhibidor de la cPLA2, apocinina (500 µM y 

1 mM) inhibidor de la NOX y el ácido nordihidroguaiarético (NDGA 50 µM) inhibidor 

de la lipooxigenasa y atrapador de algunas ER como O2
•-, el ONOO- y el OH· (Floriano-

Sánchez et al., 2006). Se probaron a distintas concentraciones con el fin de encontrar 

una concentración efectiva. 

También se utilizaron diferentes antioxidantes, ebselen (10 µM), que es un mimético de 

la glutatión peroxidasa y atrapador de ONOO─ (Müller et al. 1984; Maiorino et al., 

1988) y trolox (250 µM y 1 mM) que es un análogo de la vitamina E. 

Los fármacos utilizados en el ensayo de viabilidad (inhibidores de las enzimas) se 

preincubaron 30 minutos y se agregaron durante la AG y el periodo de recuperación, o 
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sólo durante la AG. En el caso de los antagonistas de los receptores NMDA (MK-801. 

10 µM y memantina 5 µM) y no-NMDA (NBQX, 50 µM), éstos se incubaron durante la 

AG y el periodo de recuperación. 

10.2 Determinación de ER 

La producción de ER se monitoreó utilizando dos marcadores fluorescentes sensibles a 

la oxidación: el dihidroetidio (DHE) y la carboxy-dihidrodiclorofluoresceina diacetato 

(c-H2DCFDA). El DHE es oxidado preferentemente por superóxido (O2
•-) a etidio (Et) e 

hidroxietidio (Bindokas et al., 1996; Zhao et al., 2003); éste se transporta al núcleo y se 

intercala entre las bases del DNA emitiendo fluorescencia roja. La c-H2DCFDA es 

deacetilada, oxidada por ER citosólicas y convertida al compuesto fluorescente carboxi 

diclorofluoresceina (c-DCF), emitiendo fluorescencia verde en el citoplasma 

(Hockenbery et al., 1993). 

Las células expuestas a medio sin glucosa se incubaron con los marcadores 

fluorescentes durante 20 minutos. Después de la incubación con los fluoróforos, las 

células se lavaron con medio D-PBS que contiene: KCl 2.68 mM, KH2PO41.46 mM, 

NaCl 136.8 mM, Na2HPO4. 8.1 mM. La fluorescencia se monitoreó en un lector de 

placas utilizando las longitudes de onda de excitación y emisión 510/590 nm para el Et 

y 480/510 nm para la c-DCF. 

10.3 Determinación del Ca2+ intracelular 

La determinación del aumento en el Ca2+ intracelular se llevó a cabo utilizando el 

marcador fluorescente fluo-4-AM (1 µM). Las células, sembradas sobre cubreobjetos, 

se incubaron con este marcador durante 1 hora a temperatura ambiente, posteriormente, 

el cubreobjetos se colocó en una cámara de reperfusión sobre un microscopio invertido. 

El medio Ringer de reperfusión contiene: NaCl 145 mM; KCl 3 mM; CaCl22 mM; 

MgCl2, 2 mM; NaH2PO4 0.5 mM;  NaH2CO31 mM; HEPES-Na+ 5 mM y glucosa 25 

mM o sin glucosa añadida. La fluorescencia se capturó utilizando un objetivo de 
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inmersión en agua con un filtro para fluo-4 en una cámara CCD. Las imágenes se 

colectaron en intervalos de 2.5 segundos durante 2 horas utilizando Image-Pro Express 

y la película resultante se analizó con el programa Image J. Se cuantificó la 

fluorescencia de un campo por condición, con alrededor de 40-60 células, de 4 

experimentos independientes. Los cambios en la fluorescencia, ∆F se reportan como F-

Fo en unidades arbitrarias de fluorescencia (a.u.f.). Después del registro continuo 

durante dos horas, se registró el mismo campo durante 8 minutos y después de los 

primeros 2 minutos se añadió al medio de perfusión una solución que contiene KCl 100 

mM, CaCl2 2 mM y HEPES 10 mM. La exposición a alto K+ despolarizó a todas las 

células del campo registrado y produjo un incremento transitorio en la fluorescencia que 

se atribuye al influjo de Ca2+  a través de los CCSV. Esto permitió verificar la viabilidad 

del cultivo al final del experimento. 

10.4 Viabilidad celular 

Para evaluar la viabilidad celular se utilizó el ensayo de liberación de la enzima lactato 

deshidrogenasa (LDH) al medio de cultivo ya que esta es una enzima citoplásmica que 

en condiciones normales no se libera, sin embargo cuando ocurre un daño en la 

membrana, la LDH se libera al medio y se puede medir su actividad en éste. 

Las neuronas se expusieron a medio sin glucosa durante 1-2 horas, después de este 

tiempo, el medio sin glucosa se retiró y se les añadió el medio en el que se siembran 

(neurobasal). El ensayo se llevó a cabo a las 22 horas aproximadamente después de 

iniciado el experimento. El medio de cultivo se colecta y se incuba en un amortiguador 

de fosfatos (1 mM, pH 7.5) que contiene NADH (9.4 mM). La reacción se inicia 

agragando piruvato y se monitorea la disminución en la densidad óptica a 340 nm que 

corresponde a la oxidación del NADH. Las células se raspan en un medio de lisis y se 

cuantifica el contenido de proteína por medio del método de Lowry. Los resutados se 

expresan como µmolas de lactato/mg/hr (Bergmeyer y Bernt, 1968). 
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En algunos casos, la viabilidad celular se evaluó con MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-

2,5-difenil bromuro de tetrazolio)). Este ensayo mide la actividad de las 

deshidrogenasas mitocondriales que catalizan el corte del anillo de tetrazolium del MTT 

generando la transformación de la sal de MTT a la sal insoluble de formazan, 

cambiando la coloración del compuesto de amarillo a azul violeta. Los cristales se 

disuelven en isopropanol y se lee la absorbancia en el espectrofotómetro a una longitud 

de onda de 570 nm. Los resultados se expresan como el porcentaje de reducción de 

MTT con respecto al control. 

10.4 Análisis estadístico 

Los datos se compararon por medio de un análisis de varianza, ANOVA, de una sola vía 

seguida de una prueba post-hoc Fisher de comparación múltiple. Los valores de p<0.05 

se consideraron significativamente diferentes. 
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11. Resultados 

11.2 Producción de ER durante la ausencia de glucosa 

Para establecer el curso temporal de producción de ER, las células se incubaron 0.25, 

0.5, 1, 2 y 4 horas en medio sin glucosa. La producción de ER que oxidan al DHE 

convirtiéndolo en Et comienza a aumentar desde los 15 minutos de AG. A la hora se 

observa un pico de producción que comienza a disminuir hacia las 2 y 4 horas. Sin 

embargo, a este último tiempo el aumento en la fluorescencia fue significativamente 

mayor con respecto al control. La fluorescencia emitida por la c-DCF en cambio, 

aumenta significativamente después de 1 hora de AG (Fig. 1). 
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Figura 1. Curso temporal de la producción de especies reactivas durante la ausencia de glucosa. Las 

células se incubaron durante los tiempos señalados en medio sin glucosa. Los datos se expresan como la 

media ± ES  en unidades relativas de fluorescencia (RFU) de 5 experimentos independientes. Los datos se 

analizaron por la prueba de ANOVA de una vía seguida de una prueba post-hoc de Fisher de comparación 

múltiple.*p<0.05 con respecto al control. 

 

Como se puede observar en la figura 2, la AG causa un aumento en el número de 

células positivas a ambos fluoróforos. Después de 30 minutos a 1 hora, las células 

comienzan a hincharse (flechas negras en Fig 2) y se aprecian núcleos condensados 

(flechas blancas Fig. 2). A las 4 horas de AG, se puede apreciar un número menor de 
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células positivas a ambos marcadores, lo cual corresponde a la disminución en la 

fluorescencia (Fig. 1) que podría deberse a que las células están muertas o a que hay una 

disminución en la producción de ER. 

 

Figura 2. Curso temporal de producción de ER. Fotomicrografías de un experimento representativo en el 

que se muestran células positivas a Et y c-DCF a los tiempos de AG indicados. Las flechas negras señalan 

neuronas hinchadas mientras que las flechas blancas indican núcleos condensados. Barra de calibración= 

10 µm. 

 

11.2 Vías de producción de ER durante la AG 

Para evaluar la participación de las diferentes vías enzimáticas en la producción de ER 

durante la AG se evaluó el efecto de su inhibición sobre las ER a diferentes tiempos de 

AG. 

Para determinar la concentración efectiva a la que estos fármacos inhiben la actividad 

de las enzimas se realizaron curvas dosis-respuesta. En la figura 3 se muestra el efecto 

dosis-respuesta de la inhibición de la XaO con alopurinol. A 5 µM no se observó 

disminución en la producción de superóxido u otras ER, sin embargo a concentraciones 

de 100 µM y 250 µM se obtuvo un efecto significativo (Fig 3A).  
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Figura 3. Curvas dosis-respuesta de los diferentes inhibidores enzimáticos. Las células se incubaron 1 

hora en presencia o ausencia del fármaco indicado y la producción de ER se midió a través de la 

fluorescencia emitida por el DHE al ser oxidado a Et. Los datos se expresan como la media ±ES de 

unidades relativas de fluorescencia (RFU) de al menos 3 experimentos independientes. Los datos se 

analizaron por medio de una prueba de ANOVA de una vía seguida de una prueba post-hoc de Fisher de 

comparación múltiple. *p<0.05 con respecto a la ausencia de glucosa (AG). 

 

El efecto dosis-respuesta del inhibidor de la cPLA2, el AACOCF3 se muestra en la 

figura 3B. Como se puede observar, este compuesto fue ineficiente a concentraciones de 

0.1 µM; sin embargo, a 1 y 5 µM disminuyó significativamente la producción de 

superóxido y otras ER monitoreadas por el Et. No obstante, a 5 µM fue tóxico para las 

células (datos no mostrados). 

La curva dosis-respuesta de los inhibidores de las tres diferentes isoformas de la NOS 

(7-NI y EPTU) se muestra en la figura 3C y 3D. A ninguna de las concentraciones 

usadas estos inhibidores tuvieron efecto alguno sobre las ER.  
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En el caso de la apocinina, inhibidor de la NOX, se utilizó una concentración 

previamente reportada, ya que en los experimentos dosis-respuesta encontramos que 

este compuesto al parecer es capaz de disminuir la producción de O2
•- desde 

concentraciones menores a 10 µM. En trabajos previos se ha observado que este 

compuesto inhibe a la enzima a concentraciones menores a 10 µM (Taye et al., 2010;  

Stolk et al., 1994). 

A continuación se evaluó el efecto de los diferentes  inhibidores utilizando las 

concentraciones de acuerdo a las curvas dosis-respuesta. La inhibición de la XaO con 

alopurinol (250 µM) previno eficientemente el aumento en las ER después de 1 y 2 

horas de AG, sin embargo este efecto no fue significativo a tiempos más cortos, 15 y 30 

minutos (Fig. 4A). 

La inhibición de la cPLA2, utilizando AACOCF3 (1 µM) previno la producción de ER 

desde los tiempo más cortos de AG, 15 y 30 minutos y después de 1 hora dejó de ser 

eficiente (Fig. 4B). 

Por otra parte, la inhibición de la enzima NOX con apocinina (500 µM)  tuvo un efecto 

similar al de la inhibición de la cPLA2 en la disminución de la producción de superóxido 

siendo eficiente desde los 15 minutos hasta 1 hora (Fig. 4C). 

La inhibición de la lipooxigenasa, enzima que se activa río abajo de la cPLA2 y que 

produce superóxido al metabolizar al ácido araquidónico, utilizando ácido 

nordihidroguaiarético (NDGA, 15 µM), previno eficientemente la producción de ER 

desde tiempos cortos y hasta las 2 horas (Fig. 4D). Este compuesto también posee 

capacidad atrapadora, por lo que su efecto podría deberse tanto a su capacidad 

atrapadora, como a la inhibición de la lipooxigenasa. Sin embargo, a esta concentración, 

tiene un efecto tóxico para las células, por lo que su efecto se probó a una concentración 

menor (15 µM) y solamente en el caso de DHE, y lo que se observó es que es 

prácticamente igual de eficiente al prevenir la generación de ER.  
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Figura 4. Vías de producción de ER durante la AG. Las células se expusieron a medio sin glucosa 

durante los tiempos indicados en presencia o ausencia del fármaco indicado. Los datos muestran la 

fluorescencia emitida por el Et.  A Inhibición de la XaO con alopurinol (250 µM). B Inhibición de la 

cPLA2 con AACOCF3 (1 µM). C Inhibición de la NOX con apocinina (500 µM). D. Inhibición de la 

lipooxigenasa con NDGA (50 µM). E Inhibición de la NOS con 7-NI (10 µM). F Inhibición de la NOS 

con EPTU (500 µM). Los datos se expresan como la media ±ES de unidades relativas de fluorescencia 

(RFU) de 6 experimentos independientes y se analizaron  por medio de una prueba de ANOVA de una 

vía seguida de una prueba post-hoc de Fisher de comparación múltiple. *p<0.05 con respecto al control y 

# con respecto a la ausencia de glucosa. AG, ausencia de glucosa. 
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La inhibición de la NOS utilizando dos diferentes compuestos que inhiben a las tres 

isoformas de esta enzima (eNOS, iNOS, nNOS) 7-NI (10 µM) y EPTU, (500 µM) no 

tuvo efecto en la producción de ER. Como se puede observar en la figura 2, a ninguno 

de los tiempos estudiados los inhibidores previnieron el aumento en la producción de 

ER (Fig. 4E y F). 

En el caso de la fluorescencia emitida por la c-DCF, no fue posible observar efecto 

significativo con los inhibidores, excepto en el caso del NDGA (Tabla 1). 

Tabla 1. Efecto de diferentes fármacos en la producción de ER medida por c-DCF. 

 AG    XaO            cPLA2             NOX             LOX                        NOS 

 +Alop +AACO +Apo +NDGA +7-NI +EPTU 

CI 79.17±5.1       

15 min 79.43±3.9 85.47±9.9 72.6±6 72.8±8.4 52.9±5.3 80.1±4.5 74.4±5.9 

30 min 101.67±7.4 97.23±14.2 102.2±15.6 110.9±33.3 59.8±4.5 87.7±6.6 96.3±9 

1 h 129.2±10.7* 117.4±9.2 141.8±19.9 159.2±46 94.6±13.5# 101.1±8.9 107.5±12.4 

2 h 132.88±9.9* 114.97±8.5 152.8±18.4 201.1±54.6 83.1±4.7# 117±10.9 122.5±25.4 

4 h 144.39±14.5* 104.8±8.85 141.8±10.3 196.4±51.4 73.4±3.4# 130.5±17.3 128.54±21.3 

 

Los datos se expresan como la media ± ES de unidades relativas de fluorescencia (RFU) de 5 

experimentos independientes y se analizaron por medio de una prueba de ANOVA de una vía seguida de 

una prueba post-hoc de Fisher de comparación múltiple. *p<0.05 con respecto al control y # con respecto 

a la AG, ausencia de glucosa, (Alop: alopurinol, AACO: AACOCF3, Apo: apocinina). 
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Figura 5. Fotomicrografías de experimentos representativos en los que se muestra el efecto del (A) 

alopurinol, el AACOCF3 y de la apocinina y (B) 7-NI y EPTU en la producción de ER  después de 1 hora 

de AG. Barra de calibración: A: 20 µm y B: 10 µm. 
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11.3 Antioxidantes en la producción de ER inducida por la AG 

Por otra parte se utilizaron antioxidantes para evaluar su efecto en la producción de ER 

inducida por la AG. El ebselen, mimético de la glutatión peroxidasa y atrapador de 

peroxinitrito, disminuye la producción de ER medida por Et a las 0.25, 0.5 y 1 hora de 

AG (Fig. 6A), mientras que disminuye significativamente la marca de la c-DCF desde 1 

y hasta 4 horas de AG (Figura 6B). 

El análogo de la vitamina E, trolox, disminuyó significativamente la producción de ER 

medida por Et a tiempos cortos de AG, de 15 y 30 minutos (Fig. 6C) y fue eficiente en 

disminuir la marca de la c-DCF desde los 30 minutos, 1, 2 y hasta las 4 horas (Fig. 6D).  
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Figura 6. Efecto de moléculas antioxidantes en la producción de ER inducida por la AG. Las células se 

incubaron en medio sin glucosa durante los tiempos señalados en presencia o ausencia de los 

antioxidantes ebselen (10 µM) y  trolox (250 µM). Los datos se expresan como la media ± ES de 

unidades relativas de fluorescencia (RFU) de 4-9 experimentos independientes y fueron analizados por 

medio de una prueba ANOVA de una vía seguida de una prueba post-hoc de Fisher de comparación 

múltiple. *p<0.05 con respecto al control y # con respecto a la ausencia de glucosa. AG, ausencia de 

glucosa. 
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11.4 La producción de ER depende de Ca2+ 

De los experimentos anteriores se puede concluir que la producción de ER depende, al 

menos en parte, de vías enzimáticas activadas por Ca2+. Por lo cual decidimos investigar 

si la AG causa un aumento en el calcio intracelular y si este aumento participa en la 

generación de ER. 

Como se muestra en la figura 7, la AG causa un aumento en el Ca2+ intracelular medido 

como el aumento en la fluorescencia del fluo-4, desde los 15 minutos. En el panel A, se 

muestran los trazos de algunas células en la condición control, mientras que en el panel 

B se muestran los trazos de las células expuestas a medio sin glucosa. Como se puede 

observar en ambas gráficas, el aumento en la fluorescencia es mayor en las células 

sometidas a AG que en las células control. En el panel C se muestra la cuantificación de 

271 neuronas control (barras blancas) y 326 neuronas sin glucosa (barras grises). 

La ausencia de glucosa causa un aumento de 6.4, 4.7, 12.3, 24.6 y 47.7 veces sobre los 

niveles basales (tiempo cero) después de 15, 30, 60, 90 y 120 minutos, respectivamente. 

Se observó también un aumento en el Ca2+ en las células que no fueron sometidas a AG, 

sin embargo, este aumento es más discreto y solamente es significativo después de 1 

hora. 

Al término del registro de 120 minutos, se agregó K+ al medio de perfusión para 

observar la respuesta de las células (Insertos en panel A y B). En las células control, se 

puede observar que después de este estímulo, el Ca2+ aumenta rápidamente pero los 

niveles basales de éste se recuperan en poco tiempo, lo que sugiere que el aumento 

observado no causa deterioro en el amortiguamiento del Ca2+ intracelular. Sin embargo, 

en las neuronas sometidas a AG, el aumento en el Ca2+ intracelular causado por el K+ 

disminuye más lentamente o no se puede amortiguar o disminuir sugiriendo que estas 

células han perdido su capacidad de regular la concentración de Ca2+ intracelular 

(Inserto en panel B). 
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Figura 7. Curso temporal del aumento de Ca2+ intracelular en neuronas en presencia o ausencia de 

glucosa. A. Aumento en la fluorescencia del fluo-4 durante 2 horas de registro en 6 neuronas 

seleccionadas en un campo en condiciones control. B. Aumento en la fluorescencia del fluo-4 durante 2 

horas de registro en 5 neuronas seleccionadas en un campo en condiciones de AG. Insertos en A y B:  

ejemplos de la respuesta de algunas de las neuronas registradas durante 2 horas a un estímulo 

despolarizante (K+, 100 mM). C. Cuantificación de las mediciones obtenidas de 271 neuronas en 

condiciones control  y 326 neuronas en condiciones de AG. Los datos se analizaron por medio de una 

prueba de ANOVA de una vía seguida de una prueba post-hoc de Fisher de comparación múltiple. 

*p<0.05 con respecto al tiempo cero AG, y **p<0.05 con respecto al tiempo cero en el caso control y & 

AG con respecto al control. 

 

Para determinar si el aumento en la [Ca2+] i participa en la producción de ER se midió la 

producción de éstas en presencia o ausencia de quelantes de Ca2+ utilizando BAPTA-

AM (100 nM) como un quelante de [Ca2+] i  intracelular y EGTA (1 mM) como un 

quelante de Ca2+ extracelular. En la figura 8 se muestra el efecto de estos fármacos en la 

producción de ER durante la AG. El BAPTA-AM disminuyó significativamente la 

producción de ER desde los 30 minutos y hasta las 2 horas en el caso del Et, y 

solamente a las 2 horas en el caso de la c-DCF (Fig. 8A). El EGTA, sólo tuvo efecto al 

disminuir las ER que oxidan al DHE, a tiempos más cortos, desde los 15 minutos y 

hasta 1 hora (Fig. 8B). Estos experimentos sugieren que el aumento en la [Ca2+] i 

produce ER. Sin embargo, dado que el efecto de los quelantes y de los inhibidores 

AG 



58 
 

enzimáticos no es significativo en el caso de la c-DCF, podríamos sugerir que hay vías 

de producción de ER independientes de Ca2+. 
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Figura 8. Ca2+ y producción de ER. Las células fueron expuestas a medio sin glucosa durante los tiempos 

señalados en presencia o ausencia de los quelantes de calcio intracelular BAPTA-AM (100 nM) o 

extracelular, EGTA (1 mM). Los datos se expresan como la media ±ES en RFU de 4-6 experimentos 

independientes y fueron analizados por medio de la prueba de ANOVA de una vía seguida de una prueba 

post-hoc de Fisher de comparación múltiple. *p<0.05 con respecto al control y # con respecto a la AG. 

 

11.5 Excitotoxicidad, estrés oxidativo y muerte neuronal en la AG 

En experimentos previos de nuestro laboratorio hemos observado que la producción de 

ER durante la AG depende de la activación de los receptores NMDA, ya que al 

bloquear al receptor se evita el aumento en la producción de ER detectadas por la 

oxidación del DHE, que en nuestras condiciones parece estar siendo oxidado 

principalmente por superóxido. Lo anterior sugiere que el estrés oxidativo es un 

componente de las vías que se activan en la excitotoxicidad durante la AG. Sin 

embargo, la contribución del estrés oxidativo a la muerte neuronal en estas condiciones 

se ha explorado poco. Es por ello que en nuestro modelo estudiamos la participación del 

estrés oxidativo en la muerte neuronal, utilizando antioxidantes y comparando su efecto 

contra el de los antagonistas de los receptores glutamatérgicos. En la Fig. 9 se muestra 

el efecto sobre la viabilidad neuronal inducida por la AG de los antagonistas de los 
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receptores glutamatérgicos NMDA y no-NMDA. Ambos antagonistas previenen 

completamente la muerte neuronal.   
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Figura 9. Excitotoxicidad y estrés oxidativo en la muerte neuronal inducida por AG. Las células fueron 

expuestas a medio sin glucosa durante 1-2 horas. Después de la exposición a medio sin glucosa, se 

mantuvieron durante  22 horas aproximadamente en su medio de cultivo anterior y después de este tiempo 

se llevó a cabo el ensayo. Los fármacos MK-801, antagonista de los receptores NMDA (10 µM), NBQX, 

antagonista de los receptores no-NMDA (50 µM), se incubaron durante y después de la AG, mientras que 

los antioxidantes ebselen (10 µM) y trolox (1 mM) sólo se incubaron durante la AG. Los datos se 

expresan como actividad de LDH de 3 experimentos independientes y se analizaron  por medio de la 

prueba ANOVA de una vía seguida de una prueba post-hoc de Fisher de comparación múltiple. *p<0.05 

con respecto al control y # con respecto a la AG. 

 

Los antioxidantes en cambio, tienen un efecto protector discreto, de aproximadamente 

el 30%, que es significativo con respecto al control en ambos casos, aunque el efecto del 

trolox, sólo resultó significativo cuando el análisis se realizó de manera independiente 

de los otros grupos. Estos resultados sugieren que el estrés oxidativo es un componente 

de la cascada de muerte inducida por la AG (Fig. 9). 

Posteriormente evaluamos la participación de las diferentes vías de producción de ER 

en la muerte neuronal y comparamos el efecto de su inhibición únicamente durante la 
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AG o durante y después, ya que se ha sugerido que la reintroducción de glucosa 

ocasiona un aumento importante en la producción de ER a través de la NOX lo cual 

contribuye de manera importante en la muerte neuronal (Suh et al., 2007). 

En la figura 10 se muestra el efecto de los diferentes inhibidores enzimáticos sobre la 

muerte neuronal.  
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Figura 10. Vías de producción de ER y muerte neuronal. Las células se expusieron a medio sin glucosa 

durante 1-2 h. El ensayo se llevó a cabo 17 horas después de iniciado el experimento. Los fármacos, 

Apocinina (1 mM), Alopurinol (500 µM), Oxipurinol (50 µM) y AACOCF3 (1 µM) se incubaron durante 

la AG o durante y después de la AG (AG/R). Los datos se expresan como la media ± ES de µmolas de 

lactato/mg de proteína/hr de 3-5 experimentos independientes y fueron analizados por medio de la prueba 

ANOVA de una vía seguida de una prueba post-hoc de Fisher de comparación múltiple. *p<0.05 con 

respecto al control y # con respecto a la ausencia de glucosa. 

 

La inhibición de la NOX previene la muerte neuronal significativamente en un 35% 

aproximadamente, pero solamente cuando su inhibidor está presente durante y después 

de la AG (Fig. 10), de acuerdo a reportes previos (Suh et al., 2007). La inhibición de 

esta enzima únicamente durante el periodo de la AG no protege de la muerte. 
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La inhibición de la XaO con alopurinol y con su metabolito, el oxipurinol protege en un 

25% aproximadamente de la muerte neuronal, y el efecto es el mismo si se inhibe a la 

enzima sólo durante la AG o durante y después de la AG. 

La inhibición de la cPLA2 tiene un efecto similar al de la inhibición de la XaO, ya que 

protege de la muerte neuronal en un 25% cuando se inhibe a la enzima sólo durante la 

AG o durante y después de la AG. 

Por último, para comprobar que el componente principal en muerte neuronal inducida 

por la AG es la excitotoxicidad a través de la activación del RNMDA o excluir la 

posibilidad de que el fármaco (MK-801) tuviera otros efectos que contribuyeran a su 

efecto protector, decidimos utilizar otro antagonista de los receptores NMDA, la 

memantina. Junto con estos experimentos también se probó el efecto protector de los 

quelantes de Ca2+ en la muerte neuronal.  Estos experimentos se hicieron usando el 

ensayo de supervivencia MTT. 

En la figura 11 se puede observar que el efecto protector de la memantina es 

prácticamente el mismo que el del MK-801, lo cual quiere decir que la activación de 

este receptor desencadena las señales, entre ellas al estrés oxidativo que conllevan a la 

muerte neuronal.  

En esta gráfica también se muestra el efecto del EGTA, quelante de Ca2+ extracelular. 

Este compuesto previno eficientemente la muerte neuronal, su efecto es similar al de los 

antagonistas del receptor NMDA. En el caso del BAPTA-AM, no pudimos encontrar 

efecto alguno a ninguna de las concentraciones probadas. Lo anterior está de acuerdo 

con los resultados encontrados hasta el momento, en los que mostramos que el estrés 

oxidativo es un componente de la excitotoxicidad durante la AG, y que la entrada de 

Ca2+ por el NMDAR activa señales que conllevan a la muerte neuronal. 

En contraste, el NDGA no tuvo ningún efecto protector a pesar de abatir la producción 

de ER. 
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Figura 11. Excitotoxicidad y muerte neuronal durante la AG. Las células fueron expuestas a medio sin 

glucosa durante 1-2 h y posteriormente se regresaron al medio de cultivo anterior. El ensayo se llevó 

acabo 24 horas después de iniciado el experimento. Los resultados se expresan como la reducción de 

MTT con respecto al control de al menos 3 experimentos independientes que fueron analizados por medio 

de una prueba de ANOVA de una vía seguida de una prueba post-hoc de Fisher de comparación múltiple. 

*p<0.05 con respecto al control y # con respecto a la ausencia de glucosa. 
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12. Discusión 

 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que la AG estimula 

rápidamente la  producción de ER a través de vías dependientes de Ca2+. Antecedentes 

de nuestro laboratorio sugieren que la producción de ER en estas condiciones depende 

de la activación de los receptores ionotrópicos glutamatérgicos, principalmente del 

RNMDA, ya que cuando se bloquea este receptor se evita completamente la producción 

de ERO. Se utilizaron dos marcadores de producción de ER, el DHE y la c-DH2DCF, y 

se observó que la inhibición de las enzimas productoras de O2
•- así como los quelantes 

de Ca2+ disminuyeron eficientemente la oxidación del DHE, lo cual nos permite sugerir 

que la señal producida por el Et es dependiente del aumento en la [Ca2+] i  y que el O2
•- 

es una de las ER importantes que se generan durante la AG. Por otra parte la oxidación 

de la c-DH2DCF sólo se previno en presencia de antioxidantes.  

Las vías involucradas en la producción de ER durante la AG se estudiaron a 

continuación. Se observó que durante la AG la cPLA2 es una de las enzimas que 

contribuye a la formación temprana de ER y radicales libres, ya que su inhibición 

previno el aumento en la generación de ER a tiempos cortos (15 minutos-1 hora). La 

activación de esta enzima genera el rompimiento de fosfolípidos en la membrana 

plasmática, y uno de sus productos es el ácido araquidónico, que al metabolizarse a 

través de lipooxigenasas y cicloxigenasas genera O2
•- y OH•, respectivamente (Nanda et 

al., 2007). La inhibición de la lipooxigenasa utilizando NDGA, también redujo 

importantemente la generación de ER. En reportes previos se ha observado que una de 

las isoformas de esta enzima participa en la generación de ER durante la reintroducción 

de glucosa después de un periodo de AG (Nagasawa et al., 2007), sin embargo, en 

nuestras condiciones experimentales,  participa en la generación de ER durante la AG. 

Por otra parte, la XaO parece contribuir a la generación más tardía de especies 

reactivas, ya que su inhibición reduce las especies a tiempos más largos de AG (1-2h). 

La enzima xantina deshidrogenasa es convertida a XaO por proteólisis dependiente de 

Ca2+ y por oxidación de sus grupos –SH causando la oxidación de la hipoxantina 

acumulada a xantina en condiciones de disminución de ATP, produciendo O2
•- y H2O2 

(McCord, 1985). Debido a que en nuestro modelo existe una disminución en los niveles 

de ATP y una activación de los RNMDA que aumentan el Ca2+ intracelular, la 

participación de esta enzima es de esperarse. 
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Estos resultados concuerdan con estudios que sugieren que la  XaO y la cPLA2 

contribuyen a la generación de ER en condiciones de isquemia cerebral (Lin and Phillis, 

1991; Owada et al., 1994; Saluja et al., 1997; Arai et al., 2001; Abramov et al., 2007). 

Por otro lado, la inhibición de la NOS, utilizando dos diferentes inhibidores, no redujo 

la oxidación de ninguno de los dos marcadores utilizados lo cual sugiere que esta 

enzima no está involucrada en la producción de NO en la AG. Esta enzima requiere 

NADPH para generar NO y citrulina a partir de L-arginina. En las presentes 

condiciones la síntesis de NADPH a través de la vía de las pentosas se vería disminuida 

por la falta de glucosa, lo cual posiblemente limite la participación de esta enzima. Lo 

anterior está de acuerdo con trabajos previos en condiciones de inhibición glucolítica en 

la retina o de AG en astrocitos, en los que se observó que esta enzima no participa en la 

generación de especies reactivas (Papadopoulus, 1997; Rego et al., 1999). 

De acuerdo con la sugerencia de que los mecanismos dependientes de Ca2+ participan 

en la generación de ER, los quelantes de Ca2+ intracelular y extracelular disminuyen la 

oxidación de los marcadores aunque no completamente en el caso de la c-DCF, 

sugiriendo que hay vías de generación de ER que no se activan por Ca2+. 

Otra fuente de ERO es la NOX. La activación de esta enzima también es dependiente de 

Ca2+, aunque indirectamente, ya que se activa, entre otros mecanismos, por la proteina 

cinasa C, cuya activación depende de Ca2+. La PKC fosforila una de las subunidades de 

la NOX, lo cual hace que la subunidad se traslade a la membrana plasmática y se 

ensamble todo el complejo enzimático (Sorce y Krause, 2009). La inhibición de la NOX 

redujo la oxidación del DHE a Et desde los 15 minutos y hasta 1 hora de iniciada la AG. 

En las presentes condiciones experimentales, los niveles de glucosa no llegan a “cero” 

inmediatamente, dado que se retira la glucosa extracelular, pero la glucosa intracelular 

sigue estando disponible, esto permitiría la activación de esta enzima que requiere 

NADPH, a tiempos cortos. De acuerdo a nuestros experimentos, después de cierto 

tiempo la inhibición de esta enzima deja de tener efecto en la producción de ER.  

Otra fuente de ER es la mitocondria. La participación de la mitocondria en la 

generación de ER se ha reportado en trabajos previos en condiciones de AG en 

neuronas granulares de cerebelo. Sin embargo, en ese trabajo se observó que la 

producción de ER por la mitocondria ocurre en condiciones no excitotóxicas, ya que al 

bloquear al RNMDA se siguen produciendo ER por este mecanismo (Isaev et. al., 

2008). 

La contribución del estrés oxidativo a la muerte neuronal inducida por la AG no se 

conoce del todo. Nuestros resultados sugieren que el estrés oxidativo es un componente 
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de la muerte neuronal excitotóxica que ocurre en condiciones de AG ya que los 

antioxidantes trolox y ebselen disminuyeron parcialmente la muerte neuronal. El 

ebselen, mimético de la glutatión peroxidasa podría prevenir la propagación en la 

lipoperoxidación membranal manteniendo la integridad de la membrana plasmática. 

Además, este compuesto a concentraciones bajas, inhibe a la NOX, lipooxigenasas y a 

la NOS (Schewe, 1995). En condiciones de inhibición glucolítica, se ha reportado 

protección en contra de la muerte neuronal con antioxidantes como la vitamina E (Rego 

et al., 1999; Massieu et al., 2003). Además, el trolox aumenta el efecto protector del 

dextrofano, un antagonista del RNMDA, en condiciones de AG (Chow et al., 1994). 

Por otra parte, se exploró la participación de las diferentes vías de producción de ER en 

la muerte neuronal. En este sentido, encontramos que la producción de ER a través XaO 

y cPLA2 participa en la muerte neuronal, ya que su inhibición tuvo un efecto protector 

sobre la muerte. Además, encontramos que la participación de estas enzimas se debe a 

su activación durante la AG, y que ésta contribuye a la muerte ya el efecto protector de 

su inhibición fue el mismo cuando los inhibidores estuvieron presentes sólo durante la 

AG o durante y después de la AG. Lo anterior sugiere además que la posible 

participación de estas enzimas en la generación de ER que ocurre durante la 

reintroducción de glucosa no sería tan importante para la supervivencia neuronal (Suh et 

al 2007). 

La participación de la activación de la NOX en la muerte neuronal inducida por la AG 

fue diferente a la de las otras enzimas. Observamos que de acuerdo a estudios previos 

(Suh et al., 2007) la inhibición de esta enzima protege solamente cuando ocurre tanto 

durante como después de la AG, ya que si su inhibidor sólo está presente durante la 

ausencia de glucosa, no se observa protección alguna; sin embargo si el inhibidor se 

agrega además en el periodo de recuperación se observa protección.  

Los presentes resultados sugieren que el estrés oxidativo contribuye a la muerte 

neuronal inducida por ausencia de glucosa. Sin embargo, no es el único mecanismo 

involucrado, ya que ninguno de los inhibidores enzimáticos ni los antioxidantes 

previnieron completamente la muerte neuronal. No obstante, los antagonista de los 

RNMDA, MK-801 y memantina protegieron  casi completamente a las células en contra 

de la muerte neuronal, sugiriendo que otros mecanismos dependientes de Ca2+ iniciados 

por la excitotoxicidad están involucrados. Esto último está de acuerdo con la protección 

que observamos con el quelante Ca2+ extracelular EGTA. 
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13. Conclusiones 

La ausencia de glucosa induce  un aumento en la concentración intracelular de Ca2+ lo 

cual activa a la XaO, a la cPLA2, a lipooxigenasas y a la NOX, pero no a la NOS. Las 

especies producidas por estas enzimas contribuyen a la muerte neuronal. 

La identificación de estas vías contribuye al conocimiento de los mecanismos que 

conducen a la muerte neuronal inducida por la privación de glucosa. Esto es relevante 

en la patología humana ya que la ausencia de glucosa cerebral se asocia a condiciones 

patológicas como la hipoglucemia y la isquemia cerebral. 
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14. Perspectivas 

En el presente estudio se determinó que hay un aumento en la concentración de Ca2+ 

intracelular y que enzimas productoras de ER se activan como consecuencia de dicho 

aumento, lo cual contribuye a la muerte neuronal inducida por la AG. Sin embargo, aún 

falta por conocer cuáles son los sistemas involucrados en el aumento de calcio 

intracelular. Los resultados sugieren que este aumento se debe a su entrada por el 

RNMDA, pero podrían participar otros sistemas como los CCSV, el intercambiador 

Na+/Ca2+ o la falla en los sistemas de almacenamiento del retículo endoplásmico o en 

los mecanismos de extrusión de calcio, como la ATPasa de Ca2+ membranal. También 

falta por conocer la participación de la mitocondria en la generación de ER y de la 

reducción en los niveles de GSH, o de otros sistemas de defensa antioxidante.  

Finalmente,  falta por conocer otros componentes activados por el aumento en el Ca2+ 

intracelular, que contribuyen a la muerte, como proteasas dependientes de calcio, estrés 

reticular, daño mitocondrial y la generación de apoptosis. 
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bstract–Oxidative stress has been suggested as a mecha-
ism contributing to neuronal death induced by hypoglyce-
ia, and an early production of reactive species (RS) during

he hypoglycemic episode has been observed. However, the
ources of reactive oxygen (ROS) and nitrogen (RNS) species
ave not been fully identified. In the present study we have
xamined the contribution of various enzymatic pathways to
S production and neuronal death induced by glucose depri-
ation (GD) in hippocampal cultures. We have observed a
apid increase in RS during GD, which depends on the acti-
ation of NMDA and non-NMDA receptors and on the influx of
alcium from the extracellular space. Accordingly, intracellu-

ar calcium concentration [Ca2�]i progressively increases
ore than 30-fold during the GD period. It was observed that

uperoxide production through the activation of the calcium-
ependent enzymes, phospholipase A2 (cPLA2) and xanthine
xidase (XaO), contributes to neuronal damage, while nitric
xide synthase (NOS) is apparently not involved. Inhibition of
PLA2 decreased RS at early times of GD whereas inhibition
f XaO diminished RS at more delayed times. The antioxi-
ants trolox and ebselen also showed a protective effect
gainst neuronal death and diminished RS generation. Inhi-
ition of NADPH oxidase also contributed to the early gener-
tion of superoxide. Taking together, the present results sug-
est that the early activation of calcium-dependent ROS pro-
ucing pathways is involved in neuronal death associated
ith glucose deprivation. © 2010 IBRO. Published by Elsevier
td. All rights reserved.

Corresponding author. Tel: �52-55/56-22-57-61; fax: �52-55/56-22-
6-07.
-mail address: lmassieu@ifc.unam.mx (L. Massieu).
bbreviations: c-DCF, carboxy-2=,7=-dichlorofluorescein diacetate;
-H2DCFDA, 5-(and-6-)carboxy-2=,7=-dichlorodihydrofluorescein diac-
tate; cPLA2, calcium-dependent cytosolic phospholipase A2; DHE,
ihydroethidium; DIV, days in vitro; EPTU, 2-ethyl-2-thiopseudourea
ydrobromide; Et, ethidium; GD, glucose deprivation; LDH, lactate
ehydrogenase; LOX, lipoxygenase; MK-801, dizolcipine(�)-5-me-
hyl-10,11-dihydroxy-5H-dibenzo(a,d)-cyclohepten-5,10-imine mal-
ate; MTT, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide;
BQX, 2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoyl-benzo[f]quinoxaline-2,3-di-
ne; NDGA, nordihydroguaiaretic acid; NOS, nitric oxide synthase;
FU, relative fluorescence units; RNS, reactive nitrogen species;
i
OS, reactive oxygen species; RS, reactive species; XaO, xanthine
xidase; 7-NI, 7-nitroindazole.

306-4522/10 $ - see front matter © 2010 IBRO. Published by Elsevier Ltd. All right
oi:10.1016/j.neuroscience.2010.02.074

1057
ey words: hypoglycemia, oxidative damage, excitotoxicity,
anthine oxidase, phospholipase A2, NADPH oxidase.

lucose is the main energy source in the brain, whenever
lood glucose concentration decreases below 20 mg/dl,
rain activity ceases and the hypoglycemic coma, also
nown as the isoelectric period, takes place. A 30–60 min
eriod of isoelectricity induces selective brain damage in
ulnerable brain regions, including the cerebral cortex, the
ippocampus and the striatum (Auer et al., 1984a,b;
alimo et al., 1985). The mechanisms underlying hypogly-
emic neuronal damage are not completely understood but
arly studies suggested the participation of an excitotoxic
echanism triggered by the release of glutamate, and
articularly aspartate, soon after the onset of the isoelec-

ric period (Sandberg et al., 1986; Wieloch, 1984). In ad-
ition, recent investigations have suggested that oxidative
tress is associated with hypoglycemic neuronal damage
Suh et al., 2007, 2008; Haces et al., 2008, 2010). Studies
how that glucose reintroduction after the isoelectric period
orrelates with the presence of superoxide and nitroty-
osine immunoreactivity, and suggest that glucose reintro-
uction stimulates oxidative stress through the activity of
ADPH oxidase (Suh et al., 2007, 2008). On the other
and, oxidative stress might be an early response to the
ypoglycemic condition because a selective increase in

ipoperoxidation is observed before the onset of the iso-
lectric period, in vulnerable brain regions (Haces et al.,
010). In agreement, other studies have shown increased

ipoperoxidation in brains from hypoglycemic mice non-
ubjected to a coma period (Patočková et al., 2003). These
bservations suggest that the hypoglycemic condition fa-
ors the production of reactive oxygen and nitrogen (ROS/
NS) species, which might participate in the induction of

he subsequent neuronal death. However, little is known
bout the pathways involved in the early generation of
eactive species (RS) during the hypoglycemic condition.
ecent studies have reported increased mitochondrial
OS production during hypoglycemia in newborn piglets

McGowan et al., 2006), as well as in cultured cerebellar
ranule neurons during glucose deprivation (GD) (Isaev et
l., 2008). GD of cultured neurons can be used as an in
itro model to study the mechanisms of neuronal damage
ssociated with the hypoglycemic condition. In previous
tudies we have shown that hippocampal cultured neurons
re highly vulnerable to energy failure, and die after inhi-
ition of the glycolytic pathway with iodoacetate, a potent
nhibitor of glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase.
s reserved.
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euronal death induced in this condition involves energy
epletion, activation of glutamate receptors, elevation of

he intracellular calcium concentration and RS production
Hernández-Fonseca et al., 2008). In the present study we
imed to identify through a pharmacological approach, the
ifferent pathways involved in the production of RS, and

heir contribution to cell death in hippocampal cultured
eurons deprived from glucose. Results indicate that GD
apidly induces RS generation, involving the activity of
everal enzymatic pathways including xanthine oxidase
XaO), the calcium-dependent cytosolic phospholipase A2

cPLA2), lipoxygenase (LOX) and NADPH oxidase. Mean-
hile, nitric oxide synthase (NOS) is apparently not in-
olved. RS generation is dependent on the activation of
lutamate receptors and on calcium influx from the exter-
al milieu. Results suggest that oxidative stress contrib-
tes to neuronal damage, since the antioxidants trolox and
bselen as well as the inhibitors of XaO, cPLA2 and
ADPH oxidase partially prevented neuronal death.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

ell culture

rimary cultures of hippocampal neurons were prepared from
istar rat embryos of 17–18 days of gestation as previously

escribed (Hernández-Fonseca and Massieu, 2005). Cells were
uspended in Neurobasal culture medium (Brewer et al., 1993)
upplemented with B27 (Gibco, Rockville, MD, USA), 0.5 mM
-glutamine and 20 �g/ml gentamicin (Sigma RBI, St Louis, MO,
SA), and plated at a density of 260–290�103/cm2 (1.5�106

ells/ml/well) in Costar 24-well plates (Cambridge, MA, USA),
recoated with poly-L-lysine (5 �g/ml, Sigma RBI, St Louis, MO,
SA). Cells were cultured for 10–13 days in vitro (DIV) at 37 °C in
humidified 5% CO2/95% air atmosphere. Four days after plating,
lucose (5 mM) and cytosine arabinoside (10 �M, Sigma RBI, St
ouis, MO, USA) were added. After 7 DIV medium was changed

o a mixture of 50% fresh Neurobasal medium and 50% of the
riginal plating medium. Animals were handled and cared accord-

ng to the NIH guide for care and use of laboratory animals (NIH
ublications No. 80-23, revised in 1996) and with the local Animal
are Committee approval. All efforts were made in order to min-

mize animal suffering.
After 10–13 DIV neurons were exposed to glucose-free me-

ium (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, DMEM, Gibco, Rock-
ille, MD, USA) for different periods of time. Then, aliquots of the
edium were collected for quantification of glutamate and aspar-

ate levels, or cultures were processed for ATP or RS determina-
ions.

OS and RNS determination

OS and RNS production was determined at different times after
he exposure to glucose-free medium (0.25, 0.5, 1, 2 and 4 h) by
eans of the fluorescent markers dihydroethidium (DHE, 3.2 �M),
nd 5-(and-6-)carboxy-2=,7=-dichlorodihydrofluorescein diacetate
c-H2DCFDA, 20 �M) (Molecular Probes, Eugene, OR, USA).
HE has been used as a marker of superoxide because of its

elative specificity for this ROS, producing the fluorescent prod-
cts ethidium (Et) and 2-hydroxyethidium (Bindokas et al., 1996;
hao et al., 2003). DHE enters the cell and after its oxidation to Et

n the cytosol it is retained within the cell nucleus because of its
nteraction with DNA, staining the nucleus with bright-red fluores-
ence (Bindokas et al., 1996). c-H2DCFDA is deacetylated, oxi-
ized by ROS and RNS and converted to the fluorescent com-

ound 5-(and-6-)carboxy-2=,7=-dichlorofluorescein (c-DCF), stain- g
ng the cell cytoplasm with bright-green fluorescence (Hockenbery
t al., 1993). Cells were plated on 24-well plates and after the
ifferent GD times, they were loaded during 20 min with the
uorescent markers; washed with D-PBS medium containing (in
M): 2.68 KCl, 1.46 KH2PO4, 136.8 NaCl, 8.1 NaH2PO4, and the

uorescence signal was monitored and reported as relative fluo-
escence units (RFU) using a Synergy HT multi-detection micro-
late reader (Biotek Intruments, Inc. Vermont NE, USA) (488 nm
xcitation and 530 nm emission for c-DCF, and 530 nm excitation
nd 590 nm emission for Et). Cells were observed under an
pifluorescence microscope Carl Zeiss Axiovert 200M (Germany)
nd representative images from each experimental condition were
aptured through the AxioVision AC 4.4 image analyzer (Carl
eiss imaging Systems).

Glutamate receptor antagonists, antioxidants and inhibitors of
he different RS producing enzymes, were incubated during the
xposure to glucose-free medium. Different concentrations of en-
yme inhibitors were used in order to find an effective dose (Fig.
supplemental material). The inhibitors used were: allopurinol

250 �M, Sigma RBI, St Louis, MO, USA) for XaO; 7-nitroindazole
7-NI 10 �M, Sigma RBI, St Louis, MO, USA) and 2-ethyl-2-
hiopseudourea hydrobromide (EPTU 500 �M, Calbiochem, La
olla, CA, USA) for the three isoforms of NOS; apocynin (500 �M,
igma-Aldrich, St Louis, MO, USA) for NADPH oxidase, and
rachidonyltrifluoromethyl ketone (AACOCF3 1 �M, USBiological,
wampscott, MA, USA) for cPLA2. Inhibitors were preincubated
uring 30 min before the exposure to glucose-free medium.

The glutathione peroxidase mimetic 2-phenyl-1,2-benziso-
elenazol-3(2H)-one, ebselen (10 �M, Cayman Chemical, Ann
rbor, MI, USA), the vitamin E analog, 6-hydroxy-2,5,7,8-tetram-
thylchroman-2-carboxylic acid, trolox (250 �M, Sigma-Aldrich, St
ouis, MO, USA) and nordihydroguaiaretic acid (NDGA 15 and 50
M, Sigma RBI, St Louis, MO, USA), an inhibitor of LOX and a
cavenger of several ROS and RNS (Floriano-Sánchez et al.,
006) were used as antioxidants and were incubated during the
D period.

The effects of the NMDA receptor blocker, dizolcipine(�)-5-
ethyl-10,11-dihydroxy-5H-dibenzo(a,d)-cyclohepten-5,10-imine
aleate (MK-801, 10 �M, Tocris, Ellisville, MO, USA), the non-
MDA receptor antagonist, 2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoyl-
enzo[f]quinoxaline-2,3-dione (NBQX, 50 �M, Tocris, Ellisville,
O, USA), the intracellular calcium chelator BAPTA-AM (100 nM,
lomone Labs, Jerusalem, Israel) and the extracellular calcium
helator EGTA (1 mM, Sigma RBI, St Louis, MO, USA) were also
ested. These compounds were added during the GD period.

ntracellular calcium measurements

ultured hippocampal neurons were loaded with Fluo-4 by incu-
ation for 1 h with 1 �M Fluo-4-AM (Molecular Probes, Eugene,
R, USA) at room temperature with no dispersing agents added.
coverslip containing hippocampal neurons was placed in a

ecording chamber (Mod. RC-25; Warner Instruments, Hamden,
T, USA) on the stage of an inverted microscope (Nikon Diaphot
MD), where they were continuously perfused (0.5 ml/min) with
inger medium containing (in mM): 145 NaCl, 3 KCl, two CaCl2, 2
gCl2, 1 NaHCO3, 0.5 NaH2PO4, 5 HEPES-Na, and either 25 mM
f glucose or no glucose was added. The pH was adjusted to 7.4
ith NaOH. Epifluorescence was collected with a water immersion
bjective (30x, 0.9 NA, LOMO, St. Petersburg, Russia) and a
luo-4 filter set (Excitation: D480/30; DCLP 505; Emission: 535/
0; Chroma Technology Corp.) mounted on the Nikon Diaphot
MD. A high-power light emitting diode (Luxeon V Star Lamber-

ian Royal Blue LED; Lumileds Lighting LLC, San Jose, CA, USA)
as attached to an aluminum holder placed in an epifluorescence

llumination port of the microscope. The LED was controlled by a
ustom-built stroboscopic power supply that provided 3 A of DC
urrent pulses of 6 ms duration, which were synchronously trig-

ered by the exposure trigger signal of the CCD camera (Cool-
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nap ES, Roper Scientific). Images were collected (6 ms exposure
er image, 2.5 s interval) during 2 h with Image-Pro Express
Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) and the resulting
ovies were analyzed with Image J software (version 1.42; http://

sb.info.nih.gov/nih-image).
Continuous recordings of Fluo-4 fluorescence were obtained

or 2 h from a given field of view comprising approximately 40–60
ippocampal neurons. Raw fluorescence (F) was quantified from

ndividual neurons in a given field, and the minimum fluorescence
Fo) of each recording was also determined. Fluorescence
hanges (�F) are reported as F–Fo. No attempts were made to
xtrapolate from these data intracellular Ca2� concentrations. At

he end of the 2 h recording, a new acquisition started for 8 min
nd after 2 min of recording 1 ml of a solution containing 100 mM
CL, 2 mM CaCl2 and 10 mM HEPES (pH: 7.4 with KOH) was
dded to the chamber, while bath perfusion with Ringer medium
as maintained continuously. High K� exposure depolarized all
eurons in the field and produced a transient fluorescence in-
rease attributed to calcium influx through voltage-gated calcium
hannels. Numerical results were plotted with Origin 3.8 (Microsoft
oftware, Inc., Northampton, MA, USA)

TP determination

TP levels were determined at different times after the exposure
o glucose-free medium (0.25, 0.5, 1, 2 and 4 h), and at the end of

3 h recovery period following 1 h of GD. ATP levels were
etermined by means of a luminometer through the luceferin-

uciferase quimioluminescent kit (Molecular Probes, Eugene, OR,
SA), as previously described (Hernández-Fonseca and Mas-
ieu, 2005) and ATP concentrations were calculated from read-

ngs obtained from an ATP standard curve (from 6.5 to 250 pmol).
liquots of cell homogenates were kept for protein determination
y the Bradford’s method (Bradford, 1976) and data are ex-
ressed as pmol/�g of protein.

etermination of amino acid extracellular
oncentration

mino acid concentration in the culture medium was measured by
PLC in control cultures not exposed to glucose-free medium,
nd in cultures exposed to GD for 1 and 4 h. Aliquots from cultured
edium were deproteinized with perchloric acid (7%) and neutral-

zed with KOH. Amino acid content was determined by HPLC as
reviously reported (Estrada-Sánchez et al., 2007). Briefly, sam-
les were derivatized with the same volume of o-phthalaldehyde
Sigma RBI, St Louis, MO, USA) and injected into an HPLC
ystem (Waters 600, Milford, MA, USA) equipped with an ODS
olumn (25 cm�4 mm internal diameter, Supelco, Inc., Bellefonte,
SA). The mobile phase consisted of 18% methanol: 22% aceto-
itrile: 14% isopropanol: 46% phosphate buffer (60 mM, pH�6.65)
nd a flux rate of 1 ml/min was used in a linear gradient of 33 min
uration from 10 to 90% solvent mixture. Amino acid concentra-

ion was calculated by comparison with a standard mixture of
mino acids equally processed. Results are expressed as amino
cid concentration in �M. When the effect of MK-801 and NBQX
as tested, the antagonists were present during the GD period (1
r 4 h).

ell survival

ultures were exposed to glucose-free medium for different peri-
ds of time (1, 2, 4 and 8 h). Immediately after, medium was
ubstituted for the medium previously withdrawn from each well,
nd cells were left to recover for 23, 22, 20 or 16 h, according to

he GD period. Cell survival was monitored by the MTT (3-(4,5-
imethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide, Sigma RBI,
t Louis, MO, USA) assay (Mosmann, 1983; Berridge and Tan,

993) as previously described (Hernández-Fonseca et al., 2008) a
r by the lactate dehydrogenase release (LDH) assay (see below).
hen MK-801 and NBQX were tested, they were added during

he GD and the recovery periods.

DH release

ell survival was also monitored by the assessment of LDH re-
ease 17–24 h after 1 h of GD. LDH activity was assessed in the
ulture medium by measuring the decrease in optical density
esulting from the oxidation of NADH at 340 nm using pyruvate as
substrate (Bergmeyer and Bernt, 1968). Briefly, after treatment,

ulture medium was incubated in phosphate buffer (1 mM, pH 7.5)
ith NADH (9.4 mM, Sigma RBI, St Louis, MO, USA). The reac-

ion was started with the addition of pyruvate (20 mM, Sigma RBI,
t Louis, MO, USA) to the mixture, and the change in optical
ensity was monitored during 180 s in a sprectrophotometer. Cells
ere homogenized and protein content was measured by the
owry’s method using the BioRad kit (BioRad Laboratories CA,
SA). Data are expressed as �mol of lactate/mg/hour. In this
ase, MK-801 (10 �M) and NBQX (50 �M) were added during and
fter the GD periods. The antioxidants ebselen (10 �M), trolox (1
M) and NDGA (15 and 50 �M) were incubated only during GD,
hile the enzyme inhibitors, allopurinol (250 �M), oxipurinol (50
M), 7-NI (10 �M), EPTU (500 �M), apocynin (1 mM) and
ACOCF3 (1 �M) were either added only during GD or during and
fter GD. The concentrations used of enzyme inhibitors were
hosen according to dose-response curves showing a significant
eduction in ROS production (Fig. 1 supplemental material).

tatistics

n all cases data were analyzed by one-way ANOVA followed by
Fisher’s multiple comparison test and are expressed as

ean�SEM. Significant differences between data were consid-
red when P�0.05.

RESULTS

S production during GD

he production of ROS and RNS was determined by
eans of the fluorescent markers Et and c-DCF at different

imes after the exposure to glucose-free medium. Results
n Fig. 1B show that GD induces a rapid and significant
ncrease in RS from 15 min, reaching a maximum after 1 h.

hen cells were exposed to GD during 4 h a lower Et
uorescent signal was observed, suggesting that at this
ime, the production of ROS diminishes or that neurons
tart to die. Nonetheless, Et fluorescence remained ele-
ated relative to the control condition (Fig. 1B). In the case
f c-DCF, a significant increase in the fluorescent signal
as detected at later times (1–4 h of GD). A representative
xperiment showing Et- and c-DCF-positive cells after dif-

erent exposure times to GD is depicted in Fig. 1A. As can
e observed 30 min after GD many cells are positive to
oth fluorescent markers. At 1 h many cells are still posi-

ive to the fluorescent markers, look swollen (arrows in top
anel) and nuclei appear shrunken and condensed (ar-
ows in middle panel). At 4 h cultures look damaged, many
ell somata are no longer visible and nuclei appear
hrunken. From these experiments it can be concluded
hat 4 h after the continuous exposure to GD many cells

re damaged (Fig. 1A).

http://rsb.info.nih.gov/nih-image
http://rsb.info.nih.gov/nih-image
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ntioxidant and enzyme inhibitors reduce ROS
roduction

ubsequently, we studied the effect of antioxidants on the
xidation of DHE to Et and of c-H2DCFDA to c-DCF during
D. As shown in Fig. 2A, the glutathione peroxidase an-

ig. 1. RS production during the exposure of cultured cells to GD. (A)
t and c-DCF at the indicated times of GD. Scale bar�10 �m, black
uantification of RS produced at different times of GD; data are expres
xperiments * P�0.005 relative to control. For interpretation of the refe
f this article.
logue, ebselen (10 �M), partially reduced Et and c-DCF r
uorescence. A significant reduction in Et fluorescence
as observed from 15 min to 2 h, while in the case of
-DCF ebselen caused a reduction in the fluorescent in-
ensity only at more delayed times (1–4 h). NDGA (50 �M),

potent scavenger of several ROS and RNS efficiently

icrographs from a representative experiment showing positive cells to
show swollen cells and white arrows indicate condensed nuclei. (B)
eans�SEM of relative fluorescence units (RFU) from six independent
o color in this figure legend, the reader is referred to the Web version
Photom
arrows

sed as m
rences t
educed both Et and c-DCF fluorescent signals even at 4 h
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n the case of c-DCF (Fig. 2B). The vitamin E analog, trolox
250 �M) partially reduced the increase in Et fluorescence
nd this effect was statistically significant only at 15 and 30
in of GD. In contrast, it effectively reduced the increase in

-DCF intensity at later times (Fig. 2C).
Using a pharmacological approach, we attempted to

dentify the sources of RS generation, through the inhibi-
ion of various ROS and RNS producing pathways. In this
ase, we only show the results for Et fluorescence, be-
ause none of the enzymatic inhibitors decreased signifi-
antly the c-DCF fluorescent signal. The XaO inhibitor,
llopurinol (250 �M), prevented the increase in Et fluores-

ig. 2. Effect of antioxidants against GD-induced RS generation. Neu
f 10 �M ebselen (A), 50 �M NDGA (B) and 250 �M trolox (C). Data

o six independent experiments. * P�0.005 relative to control and # P
ence induced by 1–2 h exposure to glucose-free medium, g
ut not that induced by short exposure times (15–30 min)
Fig. 3A). At 100 �M, allopurinol was also effective but not
t lower concentrations (Fig. 1 supplemental material). The
PLA2 inhibitor AACOCF3 (1 �M) efficiently prevented the
ncrease in the Et fluorescent signal at early times, but was
ess effective in reducing ROS at 2 and 4 h (Fig. 3A). A
igher concentration of AACOCF3 (5 �M) also reduced
OS production, while doses lower than 1 �M showed no
ffect (Fig. 1 supplemental material). Apocynin, an inhibitor
f NADPH oxidase, showed a very similar effect to that of
ACOCF3. At a 500 �M concentration apocynin reduced
OS produced at early times (15 min to 1 h) but not those

incubated during the indicated times in the presence or the absence
essed in means�SEM in relative fluorescence units (RFU) from four
lative to GD.
rons were
are expr
enerated at longer times. Lower concentrations of this
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nhibitor (100 and 250 �M) showed similar effects (data not
hown).

In contrast to these findings, the inhibitors of NOS, 7-NI
nd EPTU did not reduce the fluorescent signals at any of

he times or concentrations tested (Fig. 3A and Fig. 1
upplemental material). Images from representative exper-

ments showing the effect of the different enzyme inhibitors
n Et-positive nucleus are shown in Fig. 3B. As can be
bserved, the number of Et-positive cells is lower in cul-

ures incubated in the presence of allopurinol, AACOCF3
nd apocynin. The lack of effect of 7-NI and EPTU is
hown in Fig. 1 from the supplemental material.

S production is calcium-dependent

he effect of the NMDA and non-NMDA receptor antago-

ig. 3. Effect of different enzyme inhibitors on the increase in Et fluore
ree medium in the presence or the absence of 250 �M allopurinol, 1
xpressed in means�SEM in RFU from four to six independent ex
hotomicrographs showing the effect of allopurinol, AACOCF and ap
ists, MK-801 (10 �M) and NBQX (50 �M), respectively, p
n RS production was also tested. As observed in Fig. 4A,
he NMDA receptor blocker, MK-801, completely pre-
ented the increase in the Et signal while that of c-DCF
as less sensitive. NBQX significantly reduced the Et sig-
al only at short exposure times (15 min–1 h) and it had no
ffect on c-DCF fluorescence (Fig. 4A). The incubation
ith the calcium chelators, BAPTA-AM (100 nM) and
GTA (1 mM) also reduced the fluorescence intensity

ncrease (Fig. 4B) mainly that of Et, suggesting that an
arly increase in the intracellular calcium concentration
ight be involved in ROS production.

Based on these findings we aimed to investigate
hether GD does induce an increase in the intracellular
oncentration of calcium. According to the results shown in
ig. 5, cells exposed to glucose-free medium showed a

nduced by GD. (A) Cells were incubated at indicated times in glucose
OCF3, 500 �M apocynin, 10 �M 7-NI and 500 �M EPTU. Data are
s. * P�0.005 relative to control and # P�0.05 relative to GD. (B)
the number of Et-positive cells 1 h after GD. Scale bar�20 �m.
scence i
�M AAC
periment
rogressive and significant increase in the intracellular
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oncentration of calcium (Fig. 5B). Increases of 6.4, 4.7,
2.3, 24.6 and 47.7-fold above resting levels were ob-
erved after 30, 60, 90 and 120 min of GD, respectively
Fig. 5C). The intracellular concentration of calcium also
ncreased progressively in control cultures maintained in
lucose-containing medium (Fig. 5A); however, this in-
rease was significantly smaller than that observed in cul-
ures incubated in the absence of glucose (Fig. 5C). In this
ase, the maximum change in fluorescence after 2 h was
0-fold. The fluo-4 fluorescence increase in the GD con-
ition was significantly different from the glucose-contain-

ng condition as early as 15 min, and it remained signifi-
antly different afterwards. The increase in cell resting
luo-4 fluorescence in glucose containing medium be-
ame significant only after 1 h of recording. This increase

n resting fluorescence could be due to a number of rea-
ons including photodamage, free radical production and
ild calcium homeostasis deterioration. Also, recording

onditions, including bath temperature (�22 °C) and solu-
ion composition (HEPES buffered medium) are not opti-
al for long-time preservation of cellular functions.

After 2 h of GD the transient increase in calcium fluo-
escence resulting from the depolarization with a high po-
assium solution was examined in cells from the GD con-
ition and compared to that of control cells (see insets in
ig. 5A, B). As these records show, the calcium rise re-

ig. 4. Effect of glutamate receptor antagonists and calcium chelator
ndicated times in the presence or the absence of the NMDA receptor a
A), and the calcium chelators EGTA (1 mM) and BAPTA-AM (100 nM
xperiments. * P�0.005 relative to control and # P�0.05 relative to G
urned very slowly or did not return to basal levels in cells r
eprived from glucose, while the basal levels of calcium
ere recovered rapidly in most of cells of the control cul-

ures.
The results described above suggest that the intracel-

ular calcium homeostasis is compromised in hippocampal
eurons after 2 h of GD. This effect might result from the

all in energy levels and the subsequent failure of energy-
ependent calcium-sequestration and calcium-extrusion
echanisms. As expected, we observed that ATP levels
rogressively decline during the exposure to glucose-free
edium. After 15 min of GD ATP levels are significantly

ower than control values, and remain low during the next
hour (Fig. 6A). After 4 h exposure, ATP levels diminish

ven further and this effect is statistically different from that
bserved 1 h after GD. When cells were exposed during
h to glucose-free medium and left to recover during 3 h

n glucose-containing medium (1 h�3 hR), ATP levels did
ot recover and remained low (Fig. 6A).

xcitotoxicity is involved in GD-induced neuronal
eath

he extracellular concentration of glutamate and aspartate
as determined 1 and 4 h after the continuous exposure to
lucose-free medium. It was observed that after 1 h of GD
lutamate concentration significantly increased 2.6-fold

production. Neurons were incubated in glucose-free medium for the
t MK-801 (10 �M), the non-NMDA receptor antagonist NBQX (50 �M)
a are expressed as means�SEM in RFU from four to six independent
ent.
s on RS
ntagonis
elative to control levels, while aspartate concentration did
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ot change (Fig. 6B). Four hours after the exposure to
lucose-free medium glutamate increased further, about
2-fold over control levels, while aspartate levels were also
ignificantly augmented but to a lesser extent (Fig. 6C).
his increase was prevented by MK-801, suggesting that
mino acid release at this time results from leakage from
amaged cells. In contrast, MK-801 had no effect on the

ncrease of glutamate at 1 h, suggesting that the extracel-
ular accumulation of this amino acid at this time results
rom its release or its reduced removal from the extracel-
ular space. Failure of glutamate clearance is expected
ecause glutamate transporters are energy-dependent
nd ATP levels are already low after 1 h of GD. In contrast

o MK-801, the non-NMDA receptor antagonist, NBQX, did
ot reduce the accumulation of excitatory amino acids at
h, suggesting a major role of NMDA receptors in the

nduction of neuronal damage and subsequent amino acid
eakage.

Based on these observations, we tested the effect of
he NMDA and non-NMDA glutamate receptor blockers on
euronal survival. For this purpose cultures were exposed

o glucose-free medium during different periods of time (1,
, 4 and 8 h) in the presence or the absence of MK-801 or
BQX, and cell survival was evaluated by the MTT assay
fter recovery in glucose-containing medium for periods of
3, 22, 20 and 16 h, respectively. Glutamate receptor
ntagonists were added during and after GD. As indicated

n Fig. 7A, cell survival diminished significantly in 60%
hen exposed to GD during 1 h. Cell death was prevented
y MK-801, and to a lesser extent by NBQX. Longer ex-
osure times (2, 4 and 8 h) to glucose-free medium further

ncreased cell death. This was significantly prevented by

ig. 5. Time-dependent increase of intracellular calcium concentratio
luo-4 net fluorescence increase of six selected neurons from the fie
uorescence increases are visible; perhaps reflecting bursts of electric
B) Fluorescence increase of five selected neurons from the field of
pontaneous transient fluorescence increases are larger and more
onspicuous in this condition. Insets in (A) and (B): examples of calciu
o High-K� medium after 2 h of recording (see Methods). These tr
lucose-deprived condition. (C) Summary of measurements obtained
eprived condition. n�4 independent hippocampal cultures. * P�0.00
ecorded in glucose-containing medium.
oth MK-801 and NBQX, although MK-801 showed better (
rotection. Thus, an excitotoxic mechanism is involved in
euronal damage triggered by energy failure and the ac-
umulation of excitatory amino acids in the extracellular
pace. As shown in Fig. 7B, 23 h after 1 h exposure to GD,
he number of dark cells with a normal morphology is
educed while neurites look thinner and fragmented. When
K-801 and NBQX were present many dark normal-ap-
earing cells can be observed, as in control cultures. In
greement with MTT data, cultures incubated with MK-801
re better preserved.

The protective effect of MK-801 and NBQX was cor-
oborated by monitoring LDH release and was compared
o that of antioxidants. As observed in Fig. 8A, both antag-
nists of ionotropic glutamate receptors completely pre-
ented neuronal damage induced by 1 h GD. The antioxi-
ants ebselen and trolox, also partially reduced LDH re-

ease in about 30%, although the effect of trolox was only
ignificant when analyzed against the GD condition sepa-
ately from the other compounds. On the other hand, neu-
onal death induced by 1 h GD was partially reduced in
bout 25% in the presence of allopurinol, AACOCF3 and
pocynin (Fig. 8B). The allopurinol metabolite oxypurinol,
educed cell death to the same extent as allopurinol. All
hese inhibitors, with the exception of apocynin, were
qually effective in reducing neuronal death either when

ncubated only during GD, or during and after GD. In
ontrast, 1 mM apocynin prevented neuronal death only
hen present during both the GD and the recovery periods

Fig. 8B).
NDGA showed no protection against neuronal death

espite it prevented ROS production; in fact it exerted
ome toxicity at 50 �M as monitored by the MTT assay

ocampal neurons in the presence and in the absence of glucose. (A)
of a control culture over a 2 h recording period. Spontaneous brief

. A small sustained rise in resting fluorescence is seen in most cells.
nother culture over a 2 h recording period in glucose-free medium.
t in this case. The sustained rise in resting fluorescence is more
nts recorded from the same neurons in response to bath application

aises decay considerably more slowly in neurons subjected to the
1 neurons in the control condition, and 326 neurons in the glucose
to T�0, ** P�0.005 relative to T�0, & P�0.005 relative to cultures
n in hipp
ld of view
al activity
view of a
frequen

m transie
ansient r

from 27
5 relative
data not shown). At 15 �M NDGA elicited no toxicity and
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ignificantly reduced Et fluorescence (Control�89.5�4.3;
D�156.7�7.4; GD�NDGA�102.5�12.9 P�0.0014,
�4, data from 1 h exposure to GD), however no signifi-
ant protection was observed at this concentration, ac-
ording to the MTT assay (control�0.410�0.046; GD
.193�0.022; GD�NDGA 0.26�0.060, n�3). The NOS

nhibitors 7-NI and EPTU showed no protection (data not
hown).

DISCUSSION

he present study demonstrates that GD rapidly stimulates
S production, by a mechanism involving the activation of
MDA receptors. In particular, the Et fluorescence in-
rease was reduced by NMDA receptor blockade and the
alcium chelators, EGTA and BAPTA-AM. Since DHE is
ainly oxidized by superoxide, although it is also a target
f other RS (Gomes et al., 2005; Zhao et al., 2003; Rob-

nson et al., 2006), this observation suggests that super-

ig. 6. ATP and amino acid levels after culture exposure to GD. (A) AT
o glucose-free medium during the indicated times. Data are expresse
ontrol, # P�0.05 relative to 1 h GD. (B, C) Amino acid concentration as
imes after GD and glutamate and aspartate levels were measure
xperiments. * P�0.05 relative to control and # P�0.05 relative to GD
xide is produced during the early stages of GD, and that i
ts generation involves calcium-dependent pathways. Ac-
ordingly, we measured a progressive increase in the in-
racellular concentration of calcium during the GD period.
his increase was significantly different from the control
ondition as soon as 15 min of GD, in agreement with the
arly increase in RS production. Therefore, the increase in

ntracellular calcium can lead to the activation of RS gen-
rating enzymes early during GD.

Results show that XaO and cPLA2 inhibitors, two cal-
ium-dependent enzymes, reduced the fluorescent signal
roduced by DHE oxidation. Xanthine dehydrogenase is
onverted to XaO by Ca2�-dependent proteolysis and ox-

dation of �SH groups, driving the oxidation of accumu-
ated hypoxanthine to xanthine during ATP depletion,
ausing the generation of superoxide and H2O2. The par-
icipation of this enzyme in the present conditions was
xpected because ATP levels rapidly decline and NMDA
eceptors are activated, leading to calcium influx. Accord-

were determined by the luciferin–luciferase assay after exposing cells
ns�SEM from four independent experiments. * P�0.0001 relative to

ned 1 and 4 h after GD. Culture medium was collected at the indicated
LC. Data are expressed as means�SEM from three independent
nt.
P levels
d as mea
determi
ng to the results, XaO activity will participate in superoxide
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roduction after 1 and 2 h of GD but not at earlier times. On
he other hand, cPLA2 activity is stimulated by calcium and
ts activation leads to the breakdown of phospholipids re-
easing arachidonic acid for the synthesis of prostaglan-
ins and leukotrienes. The metabolism of arachidonic acid

hrough cycloxygenases and lipoxygenases leads to the
eneration of OH● and superoxide (Nanda et al., 2007).

nhibition of cPLA2 by AACOCF3 reduced the Et fluores-
ence signal, suggesting superoxide production through
his pathway. Results also suggest that this pathway is
ctivated during the early phases of GD since AACOCF3
bolished the increase in Et fluorescence during short
xposure times to GD. In agreement, NDGA also impor-

antly reduced Et and c-DCF fluorescent signals. Besides it
cavenging action (Floriano-Sánchez et al., 2006), NDGA

s an inhibitor of lipoxygenases, potentially reducing the
roduction of superoxide during arachidonic acid metabo-

ism (Nanda et al., 2007). In agreement with these obser-

ig. 7. Protective effect of glutamate receptor antagonists against GD
o glucose-free medium and MTT reduction was measured 16–24 h la
ndependent experiments. * P�0.001 relative to control and ## P�
epresentative experiment taken 24 h after 1 h exposure of cultured c
ations, a role of 12-LOX on neuronal death induced by a
D and glucose reperfusion has been recently demon-
trated (Nagasawa et al., 2007). The present results agree
ith previous observations supporting the role of cPLA2

nd XaO on ROS generation and neuronal death during
schemia/reperfusion (Owada et al., 1994; Saluja et al.,
997; Arai et al., 2001; Lin and Phillis, 1991; Abramov et
l., 2007), and suggests that the activation of these en-
ymes is related to the hypoglycemic component of the

schemic episode. In the present experimental conditions
ctivation of these Ca2�-dependent enzymes would result

rom the increase in the intracellular concentration of cal-
ium recorded during the GD episode.

In contrast to XaO and cPLA2, the activity of NOS,
hich is also calcium-dependent, does not appear to have
n important contribution to RS production in our cell
odel, since neither 7-NI nor EPTU, two inhibitors of the

hree isoforms of NOS (endothelial, inducible and neuro-
al) (Babbedge et al., 1993; Garvey et al., 1994; Nakane et

neuronal death. (A) Neurons were exposed during the indicated times
are expressed as means�SEM in percent of control values from five
nd # P�0.05 relative to GD treatment. (B) Photomicrographs of a
D. Scale bar�50 �m.
-induced
ter. Data
l., 1995; Southan et al., 1995) reduced the fluorescence
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ncrease nor cell death. In agreement with this observation,
ther studies have previously shown no effect of NOS

nhibition on the production of RS during ischemic/hypo-
lycemic conditions in vitro (Rego et al., 1999; Papado-
oulus et al., 1997).

In addition to Ca2�-dependent enzymatic pathways,
he present data predict that other routes, not activated by
alcium, might contribute to RS generation, because nei-
her EGTA nor BAPTA-AM reduced completely Et or c-
CF fluorescent signals, and glutamate receptor antago-
ists reduced only partially the c-DCF signal. We observed
hat the Et fluorescence was very effectively inhibited
y apocynin, suggesting that superoxide production by
ADPH oxidase also plays a role in the present experi-
ental conditions. The activity of this enzyme contributes
ainly to the early production of superoxide, since apoc-

nin diminished ROS production at early times (15 min–1
). The activation of this enzyme might result from the
timulation of NMDA receptors and the subsequent acti-
ation of protein kinase C (Kishida et al., 2005; Shelat et
l., 2008; Brennan et al., 2009). Another RS producing
athway possibly involved in the present experimental
onditions, is the mitochondria. In a previous study, a
alcium-dependent superoxide production by mitochondria
as observed in cerebellar granule neurons exposed to
D (Isaev et al., 2008).

Based on the present data, we suggest that superoxide
roduction resulting from the activation of XaO and cPLA2

uring the GD period, contribute to neuronal death since
he inhibitors of these enzymes prevented neuronal dam-
ge, at least partially. In contrast, superoxide produced by
ADPH oxidase during the recovery period, when glucose
oncentrations are restituted, seems to contribute more

mportantly to neuronal damage than superoxide gener-
ted by this enzyme during GD, since apocynin prevented
euronal death only when it was present during and after

ig. 8. (A, B) Effect of glutamate receptor antagonists, antioxidants a
y LDH release. Neurons were incubated in glucose-free medium du
pocynin (1 mM), allopurinol (250 �M), oxypurinol (50 �M), AACOCF3
after GD treatment. Results are expressed as means�SEM from thr
resent either only during the GD period, or during the GD and the reco
f trolox was significant only when analyzed against the GD condition
he GD period. These observations are in agreement with a
ecent data suggesting that NADPH oxidase is mainly
ctivated during the glucose reintroduction period, when
ADPH is produced by glucose oxidation through the pen-

ose pathway (Suh et al., 2007, 2008).
The antioxidants trolox and ebselen were also able to

educe the production of RS and showed partial protection
gainst neuronal death. Increased cell survival by antioxi-
ants such as vitamin E has been previously reported in
onditions of glycolysis inhibition (Rego et al., 1999;
ernández-Fonseca et al., 2008). In addition, trolox is able

o enhance the protective effect of the NMDA receptor
ntagonist dextorphan, against neuronal death induced by
D (Chow et al., 1994). Ebselen mimics the action of
luthation peroxidase (Müller et al., 1984; Maiorino et al.,
988) preventing the propagation of lipid peroxidation.
oreover, ebselen at low concentrations inhibits lipoxyge-
ases, NADPH oxidase and NOS (Schewe, 1995). In con-

rast, NDGA exerted only a slight non-significant protective
gainst neuronal death, even when a non-toxic concentra-

ion was used. This result is controversial because NDGA
nhibited RS production as effectively as other antioxidants
howing protection. More experiments are needed in order
o elucidate the lack of effect of NDGA against neuronal
eath in the present conditions.

Altogether, our present observations suggest that oxi-
ative stress contributes to neuronal death induced by GD.
owever, this is not the only mechanism involved, be-
ause none of the enzyme inhibitors or the antioxidant
ested prevented completely the death of neurons. In con-
rast, glutamate receptor antagonists, particularly, MK-801
ffectively prevented neuronal death, suggesting that other
alcium-dependent processes initiated by excitotoxicity
re involved.

Most in vivo studies on hypoglycemic damage have
een performed in animals subjected to a 30–60 min
eriod of coma (Auer et al., 1984a; Suh et al., 2003, 2007),

nt enzyme inhibitors on neuronal death induced by GD as assessed
n the presence or the absence of MK-801 (10 �M), NBQX (50 �M),
trolox (1 mM) or ebselen (10 �M). LDH activity was measured 17–24
independent experiments. GD and GD/R indicate that inhibitors were
d. * P�0.05 relative to control and # P�0.05 relative to GD. The effect
ly from the other compounds.
nd differe
ring 1 h i

(1 �M),
ee to five
very perio
nd studies demonstrate that RS production contributes to
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he subsequent death of neurons (Suh et al., 2007, 2008).
n the other hand, recent investigations have shown that

he hypoglycemic condition, even in the absence of iso-
lectricity, might induce discrete neuronal damage in vul-
erable regions, such as the cerebral cortex, when it is
ustained for prolonged periods of time (Tkacs et al., 2005;
nnis et al., 2008; Haces et al., 2010). Furthermore, in-
reased lipoperoxidation has been observed in the hip-
ocampus, cerebral cortex and the striatum of hypoglyce-
ic animals not subjected to a coma period (Patočková et
l., 2003; Haces et al., 2010). These observations together
ith the present results support the hypothesis that the
ypoglycemic condition is sufficient to stimulate RS pro-
uction, and that XaO, cPLA2, LOX and NADPH oxidase
re involved in ROS production early after glucose with-
rawal. Whether these enzymes contribute to the early
roduction of RS during in vivo hypoglycemia, remains to
e studied.
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