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ESUMEN 
 
 

 

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador del SNC. Cuando se produce 

incremento en la transmisión sináptica glutamatérgica se sobreactivan sus receptores, 

principalmente los del tipo NMDA, y se desencadenan varios mecanismos que llevan a 

la muerte neuronal por excitotoxicidad. Este mecanismo juega un papel importante en 

varias enfermedades neurodegenerativas y también en el proceso de muerte vinculado 

con la epilepsia. Actualmente hay evidencias que indican la participación del glutamato 

en esta patología; por ejemplo, en pacientes epilépticos se han encontrado índices 

elevados de aminoácidos excitadores en el líquido cefalorraquídeo y en los focos 

epilépticos. Experimentos in vivo con modelos animales han mostrado que el aumento 

en la concentración extracelular de glutamato, por estimulación de su liberación con el 

bloqueador de canales de K+, 4-aminopiridina (4-AP), produce crisis epilépticas y 

neurodegeneración, efectos que son revertidos con antagonistas glutamatérgicos. 

Paradójicamente, cuando el incremento de glutamato extracelular se produce por 

bloqueo de su transporte in vivo, no hay evidencias de que se induzca epilepsia, ni 

muerte neuronal; pero en cambio, se ha demostrado que puede activar receptores 

presinápticos metabotrópicos que inhiben su liberación.  

En el presente trabajo, se muestran los resultados del estudio de microdiálisis en el 

hipocampo, llevado a cabo con registro electroencefalográfico simultáneo con ratas en 

libre movimiento a las cuales se les administró 4-AP y el inhibidor del transporte de 

glutamato, PDC. La administración de una solución de 7mM de 4-AP durante una sola 

fracción de microdiálisis, genera fuertes crisis epileptiformes con una actividad 

hipersincrónica inicial, seguida por trenes de espigas de alta amplitud que a través del 

tiempo aumentan en frecuencia  hasta el establecimiento de un estado epiléptico. 

Además se produce pérdida neuronal en las regiones CA1 y CA3 del hipocampo. 

Efectos neurotóxicos que son claramente visibles tanto en la conducta como en el EEG y 

en los cortes histológicos. Por otro lado, la perfusión continua de una solución de 50mM 

de PDC durante varias fracciones de microdiálisis, no generó epilepsia ni 

neurodegeneración, a pesar del gran aumento observado en la concentración 

extracelular de glutamato. La perfusión simultánea de 4-AP más PDC, lejos de generar 

potenciación de los efectos neurotóxicos debido a la presencia de ambos fármacos, se 

observó una importante protección tanto en la neurodegeneración como en las  crisis 
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epileptiformes. La muerte en las neuronas piramidales de la capa CA1 del hipocampo 

fue protegida en un 50% aproximadamente y las crisis epileptiformes disminuyeron 

significativamente  tanto en la amplitud de las espigas como en la duración de las 

mismas. 

Estudios in vitro en rebanadas de cerebro sugieren que el exceso de glutamato 

extracelular, por inhibición de su transporte, puede ser protector debido a la probable 

inhibición de la liberación de glutamato al activarse los mGluR III. Con estos 

antecedentes quisimos probar si la activación directa de este tipo de receptores, podía 

inhibir la liberación de glutamato como un mecanismo protector contra la epilepsia y la 

muerte neuronal inducido por  4-AP. Para ello utilizamos dos distintos antagonistas para 

el grupo de mGluR III, el MAP4 y MSOP ambos utilizados en combinación con el 

inhibidor del transporte de glutamato (PDC) y en presencia del potente convulsivante (4-

AP). Los resultados demuestran una clara ausencia de protección del efecto producido 

por el PDC, ya que se observaron efectos más severos que los causados por la 4-AP 

individualmente. Por otro lado, también se utilizó el agonista específico para este grupo 

de receptores a glutamato, el L-AP4 en combinación únicamente con 4-AP. Este 

agonista resultó ser protector, disminuyó significativamente la concentración extracelular 

de glutamato y a pesar de que sólo en la mitad de los animales hubo protección 

significativa contra las crisis epileptiformes; sí se encontró protección contra la muerte 

neuronal en todos los animales, aún en aquellos que presentaron el estado epiléptico. 

 

Con estos resultados se pudo probar que la activación de los mGluR presinápticos del 

grupo III tiene una participación importante en el mecanismo del control de la liberación 

de glutamato endógeno en condiciones de hiperexcitabilidad, ya que el agonista, L-AP4, 

fue capaz de disminuir la concentración de glutamato y logró proteger contra el daño 

excitotóxico, mientras que los antagonistas potenciaron los efectos.  
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BSTRACT 
 
 

 
 

Glutamate is the main excitatory neurotransmitter in the CNS. When increase occurs in 

glutamatergic synapses, their receptors overload, mainly the NMDA type, and several 

mechanisms are triggered that lead to excitotoxic neuronal death. This mechanism plays 

an important role in several neurodegenerative diseases and also in the death process 

linked to epilepsy. Now, there is evidence indicating the involvement of glutamate in this 

pathology, for example, high levels of exciter aminoacids have been found in epileptic 

patants in de epileptic focus. In vivo experiments with animal models have shown that the 

increase in the extracellular glutamate concentration, by stimulating release K+ channel 

blocker, 4-AP produces epileptic seizures and neuronal death, the effects are prevented 

with glutamatergic antagonists. Paradoxically, when the increase in extracellular 

glutamate produces by blockade of its transport in vivo, there is no evidence that epilepsy 

has been induced, or neuronal death. But instead, it has been shown that can activate 

metabotropic presynaptic receptors that inhibit release. 

 

This work shows the microdialysis study results implemented with simultaneous 

electroencephalographic with freely moving rats to which were administered 4-AP and 

glutamate transport inhibitor, PDC. A single fraction microdialysis of 4-AP, at a dose of 7 

mM, generates strong epileptiform seizures with an initial hypersynchronic activity, 

(followed train high amplitude spikes) over time increased in frequency until the 

establishment of status epilepticus. Furthermore, neuronal loss occurs in the regions CA1 

y CA3 of the hippocampus. Neurotoxic effects that are clearly visible both in behavior and 

in the EEG and in histological evaluation. Furthermore, continuous perfusion of several 

fractions with microdialysis with PDC, not generated epilepsy or neurodegeneration, 

despite the large increase observed in the extracellular concentration of glutamate. 

Simultaneous perfusion of 4-AP and PDC, far from generating potentiation of neurotoxic 

effects due to the presence of both drugs (4-AP and PDC), a significant protection was 

observed in neurodegeneration and epileptiform seizures. Death in pyramidal neurons in 

the hippocampal CA1 layer were protected by 50% approximately and epileptiform 
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seizures decreased significantly in both the amplitude of the spikes and in the duration 

thereof.  

In vitro studies suggest that brain slices excess extracellular glutamate, by inhibition of 

the transport, it may be protective due to the probable inhibiting glutamate release to 

activate the mGIuR III. With this background we wanted to test if the direct activation of 

such receptors could inhibit glutamate release as a protective mechanism against 

epilepsy and neuronal death induced by 4-AP. For this, we use two different antagonists 

for group of mGluR III, the MAP4 and MSOP  both used in combination with the 

glutamate transport inhibitor (PDC) and in the presence of the 4-AP. The results show a 

clear vulnerability of the protective effect of PDC as more severe effects were observed 

than those produced by the 4-AP alone. Furthermore, the specific agonist was also used 

for this group of glutamate receptor, the L-AP4, only in combination with 4-AP. This 

agonist was found to be protective, significantly decreased the concentration of 

extracellular glutamate and despite the fact that in only half of the animals had significant 

protection against epileptiform seizures, was found themselves protection against 

neuronal death in all animals. 

With these results, we were able to show that the activation of the mGluR III presynaptic 

plays an important role in the mechanism of controlling the release of endogenous 

glutamate in conditions of hyperexcitablility as the specific agonist, L-AP4, was able to 

decrease the concentration of glutamate and was able to protect against excitotoxic 

damage while antagonists enhanced the effect. 
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BREVIATURAS 
 

 

 

(1S,3R)-ACPD (1S,3R)-1-aminociclopentano-1,3-ácido dicarboxílico 

(1S,3S)-ACPD (1S,3S)-1-aminociclopentano-1,3-ácido dicarboxílico 

(R,S)-PPG  (R,S)-4- fosfonofenilglicina 

2S,4R-4MG   (2S,4R)-4-metilglutamato 

3,4-MPDC  L-anti-endo-3,4-metanopirrolidín-2,4-dicarboxílico 

3-HPG  3-hidrofenil-glicina 

4-AP   4-aminopiridina 

4C3HPG  (S)-4-carboxi-3-hidroxifenilglicina 

4CPG   4-carboxifenilglicina,5,10-imina 

AAE   Amionoácidos excitadores 

ABHxD-I  Ácido amino-bi-ciclo [2.2.1]-heptano dicarboxílico   

AC  Adenilato ciclasa 

ACPT-1  (1S,3R,4S)-1-aminociclopentano-1,3,4-ácido tricarboxílico 

ADC-1  (+)-5-aminocarbonil-10,11-dihidro-5-dibenzo[a-d]cyclohepten- 

AIDA   1-aminoindian-1,5-ácido dicarboxílico 

AMPA   Amino-3-hidroxi-5-metil-isoxasol-4-propionato 

AMPc   Adenosín monofosfato cíclico 

AP5   (±)-2-amino-5-heptanoato 

AP7   (±)-2-amino-7-heptanoato 

ATP   Adenosín trifosfato 

BAPTA-AM 1,2-bis(2-aminofenoxi)etano-acidotetracetico-tetraquis 

N,N,N´,N´(acetoximetil ester). 

β- TBHA threo-β-hydroxiaspartato 

Ca2+   Ión calcio 

CaCl2   Cloruro de calcio 

CBPG   -(s)-(+)-2-(3”ciclocarboxil[1.1.1]fenilglicina 

CBPG   2-(3´carboxi-bi-ciclo [1.1.1]fentil)-glicina 

CCG-III  (2S,3S,4R)-2-(carboxiciclopropil)glicina 

CCSV   Canales sensibles al voltaje 

CNQX   6-ciano-7-nitro-quinoxalina-2,3-diona 

CPCCOEt  7-(hidroximino)ciclopropa[b]cromen-1a-etilester carboxilato 
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CPP   (+)-3(-2-carboxipiperazin-4il)-propil-1-fosfonoato 

CPPG   (R,S)-ciclopropil-4-fosfonofenilglicina 

CHPG   (R,S)-2-cloro-5-hidroxofenilglicina 

DAG   Diacil-glicerol 

DCG-IV  -(2S,1R,2R,3R)-2-(2,3-dicarboxiciclopropil) glicina 

DHK   Dihidrokainato 

DHPG   3,5-dihidroxifenilglicina 

DHPMP  Ácido-amino-(3,5-dihidroxifenil)-metil-fosfónico 

DL-TBOA  DL-threo-β-benzyl-oxyaspartato 

DNQX   6,7-dinitro-quintro-quinoxalina-2,3-diona 

DP   Despolarización paroxística 

EEG   Elecroencefalograma 

EGLU   (2S)-ácido etilglutámico 

GABA   Ácido--aminobutírico 

GYK1522466 1-(4-aminofenil)-4-metil-7,8-metilenedioxi-5H-2,3 benzodiacepina 

HPLC   Cromatografía Líquida de Alta Eficiencia 

HTA   (R,S)-2-amino-3-(1-hidroxi-1,2,3-triazol-5-il)propionato 

iGluRs Receptores ionotrópicos de glutamato 

IP3   Inositol 1,4,5-trifosfato 

K+   Ión potasio 

KA   Kainato 

KCl   Cloruro de potasio 

KH2PO4  Fosfato de potasio monobásico 

L-AP4   L-2-amino-4-fosfonobutirato 

L-CCG-1  -(2S,1S,2S)-2-(carboxiciclopropil) glicina 

L-SOP  L –serina O-fosfato 

LTD   Potenciación a corto plazo 

LTP   Potenciación a largo plazo 

LY314593 (2R,4R)-4-aminopirrolidin-2,4-ácido dicarboxílico 

LY341495 (2S)-2-amino-2-[(1S,2S)-2-carboxiciclopropil-1]-3-xantil-9) ácido 

propanoico 

LY354740 (1S,2S,5R,6S)-(+)-2-aminobiciclo[3.1.0]hexano-2,6-ácido 

dicarboxílico 

LY367385  (+)-2-metil-4-carboxifenilglicina 
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LY379268  (-)-2-oxa-4-aminobiciclo[3.1.0]hexano-4,6-ácido dicarboxílico 

LY389795  Ácido(-)-2-tia-4-amino-bi-ciclo[3.1.0]hexano-4,6-dicarboxílico 

LY393675  α-9´- tioxantenil-metil-3-carboxiclobutil-glicina 

MAP4   (S)-2-amino-2-metil-4-ácido fosfonobutanoico 

MCCG-1  (2S,3S,4S)-2-metil-2-(carboxiciclofenil)glicina 

MCPG  -metil-4-carboxifenilglicina 

mGluR I  Receptores metabotrópicos de glutamato del grupo I 

mGluR II  Receptores metabotrópicos de glutamato del grupo II 

mGluR III  Receptores metabotrópicos de glutamato del grupo III 

mGluRs  Receptores metabotrópicos de glutamato 

MK-801  Maleato de dizocilpina 

MPEP   2-metil-6-(feniletinil)piridina 

MPPG  α-metil-4-fosfonofenil-glicina 

MSOP  (R,S)--metil-serina-o-fosfato 

Na+   Ión sodio 

NaCl   Cloruro de sodio 

NaHCO3  Bicarbonato de sodio 

NBQX   2,3-dihydro-6-nitro-7-sulfamoil-benzo(f)quinoxalina 

NMDA  N-metil-D-aspartato 

OPA ο-oftaldialdehído 

PCCG-IV (2S, 1´S, 2´S, 3´R)-2-(2´carboxi-3´-fenilciclopropil) glicina 

PDC   L-trans-pirrolidin-2-4-dicarboxílico 

PKA   Proteína cinasa A 

PKC   Proteína cinasa C 

PLC   Fosfolipasa C 

PTX   Toxina pertusis 

RS-PPG  (R-S)-4-fosfonofenil-glicina 

SIB 1757  6-metil-2-fenilazo-3-piridinol 

SIB 1893  (E)-6-metil-2-estirilpiridina 

SNC   Sistema nervioso central 

tADA   Trans-azetidina-2,4-ácido dicarboxílico 

T3MG   (±)threo-3-metilglutamato 

TBOA   β-threo-benziloxiaspartato 

TDPA   S-2-amino-3-(1-hidroxi-1,2,5-tiadiazol-4-il)ácido propiónico 
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TEA   Tetraetilamonio 

TFB-TBOA  (2S,3S)-3-(3-[4-(trifluorometil)-benzoilamino]- benziloxi) aspartato 

TMOA   threo-metoxiaspartato 

TTX   Tetrodotoxina 

VSCC   Canales sensibles al voltaje 

WAY-855  3-amino-triciclo[2.2.1.02.6]heptano-1,3-dicarboxílico 
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RGANIZACIÓN DE LA TESIS 
 
 

 
 
El presente trabajo está dividido en 9 secciones: Introducción, Antecedentes, 

Planteamiento del problema, Hipótesis, Objetivos, Diseño y Procedimientos 

Experimentales, Resultados, Discusión y Conclusiones. 

 

En la Introducción se describe brevemente la neurotransmisión glutamatérgica y el 

mecanismo de excitotoxicidad causado por la sobreactivación de los receptores 

glutamatérgicos. En la sección de Antecedentes se presenta un marco teórico sobre la 

Epilepsia y el hipocampo, que es una de las estructuras cerebrales afectadas en esta 

patología y enseguida se describe la estrategia experimental utilizada que involucra 

drogas como la 4-AP, sustancia que por muchos años ha sido utilizada en el laboratorio 

como una de las herramientas experimentales para inducir crisis epileptiformes y muerte 

neuronal; y el PDC, compuesto utilizado para incrementar los niveles extracelulares de 

glutamato por inhibición de su recaptura.  

 

Enseguida se presenta el planteamiento del problema y se enlista la hipótesis y los 

objetivos de este trabajo. Posteriormente, en la sección de diseño y procedimientos 

experimentales se explica con detalle la manipulación estereotáxica para implantar las 

cánulas para los experimentos de microdiálisis, la técnica de microdiálisis utilizada con 

los diferentes grupos experimentales, cómo se llevó a cabo la cuantificación del 

glutamato, el registro electroencefalográfico, la observación conductual de los animales y 

el análisis histológico y estadístico.  

 

En la primera parte de resultados se presenta el artículo “Activation of group III 

metabotropic glutamate receptors by endogenous glutamate protects against glutamate-

mediated excitotoxicity in the hippocampus in vivo”, en el que se describe el efecto 

protector contra la excitotoxicidad de glutamato por inhibición de su recaptura con el 

PDC y su abatimiento por el bloqueo de los mGluR III utilizando dos antagonistas 

selectivos para este grupo de receptores. 

 

O 
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A continuación, en la segunda parte de resultados se presenta un artículo más, el cuál 

se encuentra en preparación para su publicación, y se titula “Activation of group III 

mGluRs is protective against epilepsy and excitotoxic neuronal death: An in vivo 

microdialysis study”, en el que se muestra la protección contra la excitotoxicidad 

glutamatérgica mediada por la activación directa de los mGluR III, utilizando el agonista, 

LAP-4. 

 

Finalmente se ofrece una discusión integral sobre los hallazgos encontrados en el 

presente trabajo y termina con la sección de conclusiones en donde se presenta un 

enfoque sobre el panorama actual de los mGluR III, la epilepsia y la neurodegeneración 

y su posible potencial para ser utilizados como droga antiepiléptica.    
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I.  INTRODUCCIÓN 
 

 Glutamato y neurotransmisión glutamatérgica. 

La comunicación entre las neuronas del cerebro, en su mayoría, ocurre por medio de 

neurotransmisores. Dentro de esta gama de neurotransmisores, los aminoácidos son los 

mayormente utilizados. Uno de ellos es el glutamato, el cual se encuentra ampliamente 

distribuido en todas las regiones del sistema nervioso central (SNC) (médula espinal, 

cerebelo, tálamo, hipotálamo, ganglios basales, hipocampo, corteza, entre otras) y es 

considerado como un compuesto de gran importancia fisiológica (Broman et al, 2000). 

  

Fue descubierto en 1908 por Kikunae Ikeda, pero el hallazgo de que este compuesto 

puede excitar el tejido nervioso tomó aproximadamente 5 décadas (Chiosa y Gane, 

1956; Curtis et al., 1960). Sus propiedades como neurotransmisor se describieron por 

primera vez cuando se demostró que el glutamato excitaba una gran variedad de 

neuronas centrales (Curtis y Watkins, 1963; Watkins 1962).  Y fue en la década de los 

70 cuando se realizaron, en su mayoría, la gran cantidad de trabajos que demostraron 

que el glutamato cumplía con los criterios para considerarlo como neurotransmisor. Sin 

duda la presencia de receptores a glutamato en las membranas neuronales (Evans et 

al., 1979), su liberación mediante las terminales nerviosas después de la excitación 

(Hamberger et al., 1979), así como el sistema de transporte específico de alta afinidad 

localizado tanto en glía como en terminales nerviosas (Logan y Snyder, 1972) apoyaron 

fuertemente la hipótesis de que el glutamato era el neurotransmisor excitador por 

excelencia en el SNC de los mamíferos (Fonnum, 1984). 

 

En la actualidad es bien conocido su papel en el metabolismo celular del cerebro 

participando en muchas reacciones, es un constituyente de proteínas y péptidos como el 

glutatión. También es el precursor del ácido γ-aminobutírico (GABA) en neuronas 

GABAérgicas, y precursor de la glutamina en las células gliales (Broman et al., 2000). 

Con respecto a la transmisión sináptica glutamatérgica, numerosos trabajos han sentado 

las bases para reconocer el papel que juega este aminoácido, como por ejemplo en la 

cognición, la memoria y el aprendizaje, ya que tiene una participación importante en los 

cambios duraderos en la eficacia sináptica en los fenómenos conocidos como 

potenciación a largo plazo (LTP, “long-term potentiation”) y depresión a largo plazo (LTD, 

“long-term depression”) que se consideran como el sustrato celular de los procesos de 

aprendizaje y formación de la memoria (Cotman et al., 1988; Ito, 1989). Durante el 
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desarrollo del sistema nervioso, se encuentra involucrado en procesos ontogénicos tan 

diversos como la proliferación, apoptósis, maduración, supervivencia, migración 

neuronal, diferenciación, formación, remodelación y eliminación de sinapsis. También 

participa en el establecimiento y refinamiento de las conexiones neuronales actuando 

como un auténtico factor trófico (Mattson et al., 1988; Balázs et al., 1988; Michaelis, 

1997; Komuro y Rakic, 1993; Rossi y Slater, 1993).  

 

De igual manera el glutamato participa en la degeneración y muerte celular en procesos 

neurológicos agudos como en el caso de accidentes cerebrovasculares (en el trauma-

cerebral y en la hipoglicemia-isquemia) (Rothman y Olney, 1986; Wieloch, 1985) y en 

procesos crónicos como en el caso de diversas enfermedades neurodegenerativas tales 

como la enfermedad de Alzheimer (Maragos et al., 1987), enfermedad de Parkinson 

(Rossini et al., 1998), la esclerosis lateral amiotrófica (Rothstein et al., 1990; Tovar-y-

Romo y Tapia, 2007), la corea de Huntington (Beal et al., 1986) y en el proceso de 

neurodegeneración vinculado con la epilepsia (Peña y Tapia, 2000).  

 

 Receptores a glutamato 

Las funciones del glutamato ocurren a través de la activación de varios tipos de 

receptores. De acuerdo a sus propiedades electrofisiológicas, farmacológicas y 

bioquímicas, los receptores a glutamato se han clasificado en dos grandes grupos: 

 

1. Receptores ionotrópicos  (iGluRs) 

2. Receptores metabotrópicos (mGluRs) 
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Figura 1.  Clasificación de la familia de receptores ionotrópicos y metabotrópicos de 
glutamato. Los receptores ionotrópicos forman canales permeables a los iones indicados 
en la figura y, de acuerdo al agonista específico que los activa se han subdividido en 
receptores NMDA (activados por el N-metil-D-aspartato), AMPA (activados por el ácido 
α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxasolpropiónico) y KA  (activados por el ácido kaínico). 
Los receptores metabotrópicos se encuentran acoplados a la activación (+) o inhibición 
(-) de las enzimas y segundos mensajeros indicados mediante la activación de proteínas 
G. Se han subdividido en tres grupos (mGluR I, mGluR II y mGluR III) de acuerdo a la 
homología de su secuencia de aminoácidos, a los mecanismos de transducción de 
señales y a sus propiedades farmacológicas.  PLC (fosfolipasa C), IP3 (inositol-(1,4,5)-
trifosfato), DAG (diacil glicerol), AC (adenilato ciclasa), AMPc (adenosín monofosfato 
cíclico). Tomado de Corona y Tapia, 2005 
 

 

1. Receptores Ionotrópicos (iGluR) 

Estos receptores participan en la actividad sináptica rápida en el SNC. Se caracterizan 

por formar un canal iónico con diferente selectividad según el tipo de receptor, siendo 

permeables a Na+, K+ y Ca2+. En el aspecto molecular son proteínas integrales de la 

membrana formadas por 4 subunidades que forman un tetrámero, cada uno con 900 

aminoácidos aproximadamente (≈ 100 kDa) (Michaelis, 1998). Estas subunidades están 

formadas por 3 dominios transmembranales (TMI, TMIII  y TMIV) y un dominio 

intramembranal (TMII). Su extremo carboxilo-terminal se localiza intracelularmente y 

representa el sitio con función reguladora, mientras que el extremo amino-terminal se 
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localiza en la región extracelular y es el sitio donde se une el glutamato (Bräuner-

Osborne et al., 2000).  

 

En la actualidad se han identificado algunas variantes en las subunidades de los 

receptores a glutamato. Esta variabilidad se debe a que los RNAs de estos receptores 

pueden ser modificados mediante mecanismos de procesamiento o “splicing” alternativo, 

generando ediciones diferentes del RNA, lo que incrementa el número de isoformas. A la 

fecha se han identificado 28 subunidades distintas codificadas por 17 genes diferentes  

(Michaelis, 1998). Consultar Tabla 1 

  

En función del ligando específico que activa a los diferentes receptores se han 

subdividido en:  

a) Receptores NMDA (sensibles a N-metil-D-aspartato)  

b) Receptores No-NMDA: 

- AMPA (sensibles al ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxasolpropiónico) 

- Kainato (sensibles al ácido kaínico) 

Sitio de 

reconocimiento 

al glutamato

Sitio 

flip / flop

Sitio de 

reconocimiento 

para proteínas

intracelulares

Sitio de 

reconocimiento 

al glutamato

Sitio 

flip / flop

Sitio de 

reconocimiento 

para proteínas

intracelulares

 

Figura 2. Estructura molecular de los receptores ionotópicos de glutamato. Los tres tipos 
de receptores poseen tres dominios transmembranales (TMI, TMIII y TMIV) y un 
segmento hidrofóbico que no cruza completamente la membrana (TMII) con el cual se 
forma el poro iónico. El sitio de unión al glutamato está formado por los aminoácidos de 
la región amino terminal y de las asas extracelulares entre el TMI y TMIII. El extremo 
carboxilo terminal representa la región reguladora ya que existen dominios para la unión 
de proteínas intracelulares. También se muestra la posición de los diferentes sitios 
modificados por la edición y el procesamiento alternativo del mRNA que generan las 
diferentes isoformas. 
 
 



                                                                                      
 

 - 15 -  

 

Tabla 1.  GRUPO DE RECEPTORES IONOTRÓPICOS DE GLUTAMATO.  
Modificada de Michaelis, 1998. 
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2. Receptores metabotrópicos (mGluR)  
 

Durante muchos años se pensó que la transmisión glutamatérgica estaba mediada 

únicamente por los receptores ionotrópicos. Posteriormente en cultivos neuronales de 

estriado, Sladeczek y su grupo (1985) demostraron la presencia de otro tipo de 

receptores a glutamato insensibles a NMDA, AMPA o kainato y en cambio estimulaban 

la actividad de la fosfolipasa C y la formación de inositol trifosfato (IP3) a través de la 

activación de proteínas G. Un año después Nicoletti y colaboradores (1986 a, b, c) 

observaron efectos similares en rebanadas de hipocampo, en cultivos de células 

granulares de cerebelo, al igual que en cultivos de astrocitos (Pearce et al., 1986). 

Tiempo después se clonó el primer receptor metabotrópico de glutamato (Masu et al., 

1991; Houamed et al., 1991) y posteriormente el resto de los mGluRs (Tanabe et al., 

1992; Nakajima et al., 1993; Saugstad et al., 1994; Okamoto et al., 1994; Flor et al., 

1995; Duvoisini et al., 1995). Estudios de inmunohistoquímica e hibridación in situ 

revelaron que los mGluRs se encuentran ampliamente distribuidos en el SNC y los 

patrones de expresión y localización de los diferentes subtipos son muy diversos 

(Broman et al., 2000).  

 

A diferencia de los receptores ionotrópicos, estos receptores no forman canales iónicos, 

ellos se encuentran acoplados a un  sistema de segundos mensajeros a través de la 

activación de proteínas G. Están implicados en diversas funciones del SNC tales como, 

la regulación de la actividad sináptica excitadora lenta y por lo tanto prolongada (de 

segundos a minutos) (Pin and Duvoisin, 1995), en la modulación de canales de calcio 

(Chavis et al., 1995), de canales de potasio (Netzeband et al., 1997), de canales 

catiónicos no selectivos (Congar et al., 1997), en la inhibición y facilitación de la 

liberación de neurotransmisores (Schrader y Tasker 1997; Rodríguez-Moreno et al., 

1998) así como también en la inducción de LTP y LTD (Conquet et al., 1994). 

 

La diversidad funcional de los mGluRs se lleva a cabo a través de varios subtipos de 

receptores. La familia está constituida por ocho subtipos de receptores (mGluR1-8) y 

varias isoformas, divididos en tres grandes grupos: mGluR I, mGluR II y mGluR III, que 

se han clasificado de acuerdo a la homología de su secuencia de aminoácidos, a los 

mecanismos de transducción de señales y a sus propiedades farmacológicas. A nivel 

génico, los receptores de un mismo grupo comparten una homología de secuencia de 

aminoácidos de alrededor del 60-70%, mientras que se reduce hasta un 40-45% entre 
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miembros de diferentes grupos, por lo que se les considera dentro de la familia de 

receptores que ha sido clasificada como familia C ó 3,  debido a que carece de 

homología con otros grupos de receptores acoplados a proteínas G (Bockaert y Pin, 

1999).  

 

% Homología  Clona  Grupo  Transducción 
__________________________________________________________________ 
 
40     50     60     70     80     90 
  

mGluR1    Gq 
       I  Acoplados PLC 
mGluR5   ↑ IP3, DAG, Ca2+  

                   
 
 
     mGluR2 
            II             Gi / G0                         
     mGluR3                                               
 

 
     mGluR4            
                 Acoplados  
     mGluR6   ↓ AC, AMPc, PKA 
            III 
     mGluR7 
 
     mGluR8  
 
 
Figura 3.  Dendograma y clasificación de los miembros de la familia de mGluRs. El 
grupo de receptores metabotrópicos de glutamato se han dividido en tres grandes 
grupos de acuerdo a la homología de sus secuencias, farmacología y vía de 
señalización. Tomado de Conn, 2003.  
 

      
En el aspecto molecular son proteínas integrales de la membrana formadas por una sola 

cadena polipeptídica. Se caracterizan por presentar un largo dominio amino terminal 

situado en el extremo extracelular (con 600 aminoácidos aproximadamente), además en 

ésta región se encuentran 4 sitios de glicosilación, así como 19 cisteínas altamente 

conservadas implicadas en la conformación tridimensional, debido a que posibilitan la 

formación de puentes disulfuro intramoleculares importantes para la dimerización de los 

receptores (Robbins et al., 1999).   
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También presentan 7 dominios transmembranales característicos de todos los 

receptores acoplados a proteínas G, se encuentran unidos por 3 asas intracelulares y 3 

asas extracelulares. Trabajos previos han demostrado que la segunda asa intracelular 

es la responsable del reconocimiento selectivo de la subunidad  α  de la proteína G (Pin 

et al., 1994), aunque se sabe que el domino carboxilo terminal y el resto de las asas 

intracelulares también tienen una fuerte participación en la eficiencia del acoplamiento 

entre el receptor y la proteína G   (Pin y Duvoisin, 1995). 

El dominio carboxilo terminal se localiza intracelularmente y es la región más variable 

entre los diferentes grupos de mGluRs. Este sitio presenta varios dominios de 

interacción con múltiples proteínas tales como las PICK1, Homer y calmodulina que 

regulan la localización sináptica y las propiedades funcionales del receptor (Dev et al., 

2001; Brakeman et al., 1997; O´Connor et al., 1999), así como también existen sitios de 

fosforilación tanto por la proteína cinasa A (PKA) (Cai et al., 2001) como por la proteína 

cinasa C (PKC) (Nakajima et al., 1999). 

 

Sitio de 

reconocimiento

al glutamato

Sitio de 

reconocimiento

al glutamato

 

Figura 4. Estructura molecular de los receptores metabotrópicos de glutamato. Poseen 7 
dominios transmembranales característicos de todos los receptores acoplados a 
proteínas G. El sitio de unión a glutamato está formado por los aminoácidos del extremo 
amino terminal y el extremo carboxilo terminal es el que interacciona con la proteína G. 
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a) Receptores Metabotrópicos del Grupo I   ( mGluR I ) 

El grupo I (subtipos mGluR1 y mGluR5)  se expresa en diferentes regiones del SNC 

entre las que destacan el hipocampo, corteza cerebral, tálamo, hipotálamo y cerebelo 

(Shigemoto et al., 1993; Petralia et al., 1997). Se localizan mayoritariamente a nivel 

postsináptico en cuerpos celulares, troncos dendríticos y espinas dendríticas. Su rasgo 

más característico es que se les encuentra fuera de la densidad postsináptica de las 

sinapsis glutamatérgicas, concretamente en los bordes de las sinapsis conocidos como 

zonas perisinápticas, así como también en la membrana extrasináptica de espinas 

dendríticas (Luján-Miras et al., 1996). También existe evidencia  de su localización 

presináptica en el hipocampo (Fotuhi et al., 1993) sustancia nigra (Wittmann et al., 2000 

1b) y en corteza cerebral (Romano et al., 1995).  

 

Son selectivamente activados por el (S)-3,5-dihidroxifenilglicina (DHPG) a partir del cual 

se sintetizaron los derivados DHPMP y CHPG. El orden de potencia de los diferentes 

agonistas es: ácido quiscuálico > ABHxD-I > glutamato > DHPMP > 1S.3R-ACPD > L-

CCG-1 > 3-HPG > CHPG > t-ADA.  Los compuestos que se comportan como 

antagonistas son: 4CHPG, CBPG, LY367385, LY393675, MPEP, AIDA, CPCCOEt 

(Schoepp et al., 1999a). 

 

Su mecanismo de transducción es a través de proteínas G del tipo Gq acoplados 

positivamente a la fosfolipasa C (PLC), la cual causa la hidrólisis de fosfoinosítidos en 

diacil glicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). El IP3 mediante su unión a receptores 

del retículo endoplásmico genera la liberación de Ca2+ desde éste compartimiento 

intracelular hacia el citoplasma. El DAG junto con el Ca2+  liberado, activan la PKC, que 

a su vez actúa fosforilando diferentes proteínas (Pin y Duvoisin, 1995).  

 

La activación de mGluR I induce una amplia variedad de cambios  fisiológicos. Durante 

el desarrollo del sistema nervioso, se sabe que estos participan activamente en los 

procesos de liberación de Ca2+ y excitabilidad neuronal, por medio de la hidrólisis de 

fosfoinosítidos que, tras la activación de los mGluR I, provocan movilizaciones de Ca2+ 

elevadas, mismas que son requeridas para los procesos de diferenciación y maduración 

neuronal, así como para el establecimiento de conexiones y formación de sinapsis 

(Luján-Miras et al., 2005).  
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También se ha descrito que los mGluR I participan en el incremento de la excitabilidad 

neuronal en varias regiones del SNC, debido a la modulación de canales iónicos 

dependientes de voltaje (Ca2+ y canales catiónicos no selectivos) dando como resultado 

la despolarización de la membrana, el incremento de la resistencia de disparo o 

aumentando la frecuencia de disparo (Bordi et al., 1999). Además de estos efectos 

excitadores, también se han reportado efectos inhibidores, concretamente de canales de 

K+ dependientes de Ca2+ en células de Purkinje del cerebelo (Batchelor y Garthwaite, 

1993). En el fenómeno de plasticidad sináptica conocido LTP y LTD se ha visto que los 

agonistas facilitan su inducción en el área CA1 del hipocampo (Balschun y Wetzel, 1998)  

al igual que en amígdala (Lee et al., 2002). Y finalmente se han visto implicados en los 

procesos de neurotoxicidad cerebral, potenciando el daño neuronal por la activación de 

los receptores NMDA y AMPA (Bruno et al., 1995; Allen et al., 2001). 

 

b) Receptores Metabotrópicos del Grupo II   ( mGluR II ) 

El grupo II (subtipos mGluR2 y mGluR3) presenta una amplia distribución en el SNC. Se 

localizan en altas concentraciones en la corteza, hipocampo, cerebelo, tálamo, ganglios 

basales y bulbo olfatorio (Ohishi et al., 1998; Tamaru et al., 2001). En neuronas, su 

localización a nivel subcelular es tanto postsináptica como presináptica situándose  

regularmente  en  sitios  lejanos  de  la  zona  activa  de liberación  de  

neurotransmisores,  principalmente en  las  regiones  extrasinápticas  (Neki et al., 1996; 

Shigemoto et al., 1997; Petralia et al.,1996). También se les han localizado en células 

gliales (Shigemoto et al., 1997). 

 

Son selectivamente activados por DCG-IV y el orden de potencia de los agonistas es: 

LY379268 = LY389795 > LY354740 = L-CCG-I = LY314593 > glutamato > 1S,3R-ACPD 

= 1S,3S-ACPD.  En cuanto a los antagonistas el compuesto que ha mostrado mayor 

afinidad es el LY341495 y los más utilizados son: MCPG, MCCG-1, PCCG-IV (Conn y 

Pin, 1997; Kingston et al., 1998a; Schoepp et al., 1999). 

 

Los mGluR II se encuentran acoplados negativamente a la vía de la adenilato ciclasa, 

inhibiendo la formación de AMPc  y por consecuencia inhibiendo la actividad de PKA. 

Esta respuesta es abolida por la administración de la toxina pertusis (PTx), lo que indica 

la participación de una proteína G de tipo Gi/Go (Masu et al., 1991; Pin y Duvoisin, 1995).  
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Uno de los efectos fisiológicos descritos para este grupo de receptores es la reducción 

de la neurotransmisión glutamatérgica por medio de sus receptores situados a nivel 

presináptico. Su localización dentro de la microestructura de la sinapsis es muy lejana de 

la zona activa, lo que hace que la activación de los mGluR II se lleve a cabo en aquellas 

situaciones en las que el glutamato difunde hasta las regiones extrasinápticas; hecho 

que ha sido comprobado experimentalmente por Scanziani y colaboradores (1997) en 

ensayos de estimulación de alta frecuencia y bloqueo de la recaptura de glutamato. Se 

ha propuesto que este efecto de la inhibición de la liberación de glutamato se debe 

principalmente al bloqueo de canales de Ca2+ dependientes de voltaje tipo N (Chavis et 

al., 1995; McCool et al., 1996) y a la activación de canales de K+ (Pin y Duvoisin, 1995).  

 

c) Receptores Metabotrópicos del Grupo III   ( mGluR III ) 

Los mGluR III (subtipos mGluR4, mGluR6, mGluR7, mGluR8) se expresan 

abundantemente en corteza, tálamo, hipotálamo, hipocampo, cerebelo, bulbo olfatorio, 

ganglios basales y también en médula espinal (Bradley et al., 1996; Shigemoto et al., 

1997). El subtipo mGluR6, se encuentra únicamente distribuido en las células bipolares 

de la retina (Shigemoto et al., 1997). En neuronas la localización subcelular de estos 

receptores es fundamentalmente presináptica, situándose preferentemente en la zona 

activa de liberación de neurotransmisores (Shigemoto et al., 1996). También se ha 

descrito la localización de mGluR III en la especialización presináptica de terminales 

GABAérgicas (Schoepp, 2001). 

 

Son selectivamente activados por el L-AP4 y el orden de potencia de los principales 

agonistas sintetizados hasta la fecha es: L-AP4 > L-SOP > glutamato > L-CCG-1 > 

1S,3S-ACPD > 1S,3R-ACPD > Ibotenato > quiscuálico. Entre los antagonistas más 

potentes están: MPPG, CPPG, MAP4, MSOP, MCPG, AIDA (Conn y Pin, 1997; Schoepp 

et al., 1999). 

 

Al igual que los mGluR II, el grupo de mGluR III, se encuentran acoplados 

negativamente a la vía de la adenilato ciclasa, inhibiendo la formación de AMPc  y la 

actividad de PKA. Efecto que es bloqueado en presencia de la toxina pertusis, lo que 

indica que la proteína G involucrada es una proteína de tipo Gi/Go (Masu et al., 1991; Pin 

y Duvoisin, 1995).  
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El principal papel fisiológico de los mGluR III es la potente acción inhibidora que ejercen 

sobre la transmisión glutamatérgica, mecanismo descrito desde 1981 en numerosos 

trabajos tanto en las motoneuronas de la médula espinal como en amígdala, bulbo 

olfatorio, hipocampo y corteza cerebral. Este efecto se encuentra mediado por los 

receptores mGluR III presinápticos que actúan como autorreceptores reduciendo la 

liberación de glutamato (Pin y Duvoisin, 1995; Conn y Pin, 1997).   

 

Otro efecto mediado por los mGluR III es la reducción de la actividad de canales iónicos. 

Se ha demostrado que los canales de Ca2+  tipo N pueden ser bloqueados por la 

activación de los mGluR III, inhibiendo la entrada de Ca2+ en varias regiones del cerebro, 

(Anwyl, 1999; Caponga, 2004). Así mismo, se ha descrito que los canales de Ca2+ tipo 

P/Q también pueden ser bloqueados por activación de mGluR III  (Takahashi et al., 

1996; Perroy et al., 2000; Millán et al., 2002). Por otro lado, se ha visto que la co-

expresión de mGluR,4,6 y 7 con las subunidades de Kir3.1 y Kir 3.4 de los canales de K+ 

tipo GIRK en ovocitos de Xenopus, activan al canal por unión de las subunidades βγ de 

la proteína G, después de la estimulación con el agonista de los mGluR III (Saugstad et 

al., 1996; Sharon et al., 1997). También pueden activar canales de K+ rectificantes 

dando como resultado corrientes entrantes de K+ en las terminales sinápticas que alejan 

del umbral para producir  potenciales de acción (Cochilla  y Alford, 1998).   
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Tabla 2.  GRUPO DE RECEPTORES METABOTRÓPICOS DE GLUTAMATO. 
Modificada de Pin y Duvoisin, 1995; Con y Pin, 1997; Schoepp et al., 1999; Pin y Acher, 

2002; Luján-Miras, 2005. 
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 Recaptura de glutamato 

Después de que el glutamato ha activado a sus receptores, es removido del espacio 

sináptico por un sistema de recaptura que consiste en una familia de proteínas 

específicas llamadas transportadores de glutamato de alta afinidad localizados en la 

membrana plásmática  tanto en las neuronas como en las células gliales que rodean las 

sinapsis.  

El glutamato captado por los astrocitos reacciona con el amoniaco para formar glutamina 

por medio de la glutamina sintetasa, enzima dependiente de adenosín trifosfato (ATP). 

La glutamina es exportada al líquido extracelular y tomada por las neuronas 

glutamatérgicas, en la terminal sináptica de estas neuronas, la glutamina es hidrolizada 

a ácido glutámico y amonio por la acción de la glutaminasa activada por fosfato, que es 

una enzima mitocondrial. Tanto los astrocitos como las neuronas tienen transportadores 

que son impulsados por el gradiente de Na+ y concentran la glutamina dentro de las 

células (Broman et al., 2000; Kandel et al., 2000; Hassel y Dingledine, 2006).  

 

Estos transportadores utilizan gradientes electroquímicos de Na+, K+, H+ y OH- a través 

de la membrana plasmática como fuerza electromotriz para el proceso de transporte, el 

cual también está acompañado por cambios en el voltaje y en el pH para remover al 

glutamato del espacio sináptico hacia el interior de las neuronas y de las células gliales 

(Takahashi et al., 1997; Medina-Ceja et. al., 2007).  

 

 Transportadores de glutamato 

Se han descrito varios tipos de transportadores los cuales tienen diferente distribución 

dentro del SNC, cinética y propiedades farmacológicas (Gadea y Lopez-Colome, 2001).  

Actualmente se conocen 5 tipos de transportadores también llamados acarreadores de 

glutamato: el EAAT1 (GLAST1), el EAAT2 (GLT1), el EAAT3 (EAAC1), el EAAT4 y el 

EAAT5. El tamaño promedio varía entre 523  y 573 aminoácidos, tienen del 35-55% de 

homología en la secuencia de aminoácidos, presentando patrones casi idénticos de 

hidrofobicidad, sugiriendo que sus propiedades funcionales están basadas en rasgos 

estructurales similares (Takahashi et al., 1997), identificándose de seis a ocho dominos 

transmembranales en α-hélice en la región amino terminal y de una a dos asas 

reentrantes. La región carboxiloterminal presenta un dominio altamente conservado de 

50 residuos aproximandamente y es hidrofóbico. 
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El transportador GLT1  se encuentra en células gliales, aunque se sabe que varias 

poblaciones de neuronas pueden expresarlo durante el desarrollo del SNC y desaparece 

con la maduración. Su expresión es muy abundante en hipocampo (12,000 moléculas 

por m3 de tejido), también se encuentra en corteza, tálamo, cerebelo y bulbo olfatorio 

(Danbolt, 2000). Este transportador participa con más del 90% de la actividad del 

transporte total de glutamato en el cerebro, debido a que se localiza en los procesos de 

los astocitos y no en el soma, haciendo contacto con la sinapsis neuronal.  El GLAST al 

igual que el GLT1 es un transportador glial. Su mayor expresión se localiza en el 

cerebelo (18,000 moléculas por m3 de tejido), y también se le encuentra en el bulbo 

olfatorio, hipocampo, corteza y tálamo (Danbolt, 2000). El EAAT3 es un transportador  

que se encuentra distribuido en tejidos periféricos como en riñón, intestino y retina. En el 

SNC se le ha encontrado en terminales presinápticas, en hipocampo, corteza, cerebelo, 

ganglio basal y en médula espinal   (Danbolt, 2000).  

El transportador EEAT4, se ha localizado sólo en células de Purkinje, del cerebelo, y a 

muy bajas concentraciones. Finalmente el transportador EEAT5 no se ha podido 

caracterizar muy bien en mamíferos, sin embargo, se sabe que tiene una fuerte 

expresión en las células de Müller, en retina, y en neuronas de salamandra (Danbolt, 

2000).   

 

Con base en estudios de estequiometria del transporte de glutamato, de baja (Km 

<500µM) y alta afinidad (Km <1-100µM), se determinó que el transporte lleva 3 Na+ 

cotransportados con un glutamato/H+ por un intercambio de K+. El ciclo completo del 

transporte de glutamato involucra 2 pasos: 

1.- Paso de traslocación de carga: el transportador vacío se carga con tres iones Na+ y el 

glutamato/H+ para pasar la membrana plasmática y liberarlos en el interior de la célula; 

este paso se caracteriza por corrientes evocadas por glutamato altamente dependientes 

de voltaje. 

2.- Paso de reubicación: el K+ se une al transportador en el interior de la célula y lo libera 

al exterior para quedar nuevamente listo para la captura de Na+ y glutamato/H+.  

 

La constante de tiempo de un ciclo completo del transportador es aproximadamente 

70ms; sin embargo la unión de glutamato al transportador es muy rápida (1ms) por lo 

cual la eliminación del aminoácido de la hendidura sináptica es muy eficiente (Medina-

Ceja et. al., 2007). Si el ciclo completo no se realiza porque el transportador no puede 
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entrar al paso de reubicación, el Na+ y el glutamato se unen al transportador en el 

interior de la célula y los trasloca en dirección inversa para comportarse como un 

intercambiador (Bellen, 1999; Kanai et al.,2002; Bridges y Esslinger, 2005).  

 

Los 5 subtipos de transportadores muestran diferencias farmacológicas importantes y 

hoy en día existe una gran variedad de inhibidores que han sido desarrollados para 

bloquear su actividad. Los primeros inhibidores fueron sintetizados para mimetizar al 

glutamato, los siguientes compuestos estuvieron basados en restringir espacialmente el 

sitio de unión del glutamato con grupos funcionales que sirvieron para aumentar tanto la 

potencia como la selectividad de los análogos inicialmente utilizados. Un avance 

importante en términos farmacológicos ha sido la síntesis de nuevos inhibidores para 

diferenciar con más detalle los procesos de unión y traslocación de los compuestos 

existentes, en este sentido se ha podido distinguir entre inhibidores substrato y no 

substrato. 

 

Los inhibidores substrato pueden inducir liberación de aminoácidos excitadores por 

intercambio intracelular del inhibidor por el substrato y son fácilmente identificados 

porque generan corrientes; a diferencia de los inhibidores no- substrato, los cuales no 

inducen corrienes por ellos mismos, pero pueden bloquear corrientes inducidas por los 

substratos cuando son co- aplicados (Anderson, et al., 2001); es decir , los inhibidores 

no-substrato se unen al sitio por el lado extracelular del transportador bloqueando su 

posible actividad como intercambiador. Ejemplo de estos compuestos se resumen en la 

Tabla 3.  
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Tabla 3.  INHIBIDORES DEL TRANSPORTE DE GLUTAMATO. 
Modificada de Bridges y Esslinger, 2005. 
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 Excitotoxicidad y Neurodegeneración 

La transmisión sináptica glutamatérgica finaliza rápidamente por medio de la remoción 

del glutamato del espacio extracelular, esto es importante para mantener su 

concentración por debajo de los niveles neurotóxicos, y evitar así la sobreactivación de 

sus receptores en la neurona postsináptica. Cuando no se lleva a cabo la remoción 

eficientemente, el glutamato es capaz de dañar las células nerviosas lo que se ve 

reflejado en diversas fisiopatologías de varios desórdenes neuronales (Arias, 1991). 

 

John Olney acuñó el término de excitotoxicidad para describir la capacidad de los 

aminoácidos excitadores, específicamente el L-glutamato, de sobreactivar y llevar a la 

muerte a las células nerviosas. Las primeras observaciones que vincularon al glutamato 

con su acción neurotóxica se originó desde la década de 1950-60 cuando Curtis y 

colaboradores (1959) descubrieron que el glutamato y sus análogos, al ser 

administrados en la médula espinal de gato, aumentaban la tasa de disparo. En 1952, 

Hayashi descubrió las propiedades convulsivantes de la inyección intracerebral de 

glutamato en un modelo experimental con perros. Lucas y Newhouse (1957) observaron 

por primera vez que la exposición a cantidades elevadas de ácido glutámico aplicado 

sistémicamente a ratones inmaduros, producía neurodegeneración en la retina. Una 

década después, Olney y colaboradores (1970 y 1972) encontraron que la inyección de 

glutamato y sus análogos en ratones inmaduros y primates, provocaba 

neurodegeneración en otras áreas del SNC, como el hipotálamo, y en regiones cuya  

barrera hematoencefálica no estaba totalmente desarrollada (Olney et al., 1999). En 

otros estudios, este mismo autor demostró la correlación directa entre las propiedades 

neuroexcitadoras y neurotóxicas del glutamato asociadas a la sobreactivación de sus 

receptores (Olney,  1978).   

De esta manera surge el término de excitotoxicidad para definir el daño celular producido 

por la activación excesiva de los receptores a glutamato (Bittigau y Ikonimidou, 1977) 

mismos que son responsables de la hiperexcitación, daño y muerte neuronal. 

 
Hoy sabemos que la excitotoxicidad es un fenómeno global, que si bien se inicia por la 

sobreactivación de los receptores glutamatérgicos, no sólo se debe a la excitación 

prolongada de las neuronas, sino también se debe al desencadenamiento de una serie 

de reacciones metabólicas que incluyen la activación de múltiples enzimas, que a su vez 
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llevan a la destrucción neuronal. A continuación se describen estos mecanismos, que se 

resumen en la figura 5. 

 
El daño cerebral característico mediado por el glutamato es de naturaleza postsináptica 

y se han descrito dos fases: la primera se denomina fase aguda, la cual es inmediata y 

puede ser reversible. Se caracteriza por un hinchamiento marcado del soma y de las 

dendritas, provocado por la entrada de sodio y cloro, respuesta mediada por los 

receptores no-NMDA. Estos receptores al activarse, permiten el paso de sodio a través 

del canal generándose la despolarización de la membrana y con ello la entrada de cloro 

y agua. Sin embargo, bajo estas condiciones no se ha visto que se produzca muerte 

neuronal, a menos que el fenómeno se lleve a cabo por periodos muy prolongados 

(Dennis, 1987). La segunda fase ocurre más tarde y se caracteriza por la destrucción 

gradual de las neuronas.  Esta muerte depende del calcio extracelular y sus efectos 

tóxicos se producen por la entrada masiva de este catión, con el consecuente aumento 

en la concentración citoplásmica, más allá de la capacidad de amortiguamiento 

intracelular (Dennis, 1987).  

 
 Hoy en día existen ya muchas evidencias de que el calcio tiene una fuerte participación 

en el ciclo de toxicidad, ya que el exceso en la concentración de calcio citosólico lleva a 

una activación inapropiada de los procesos dependientes de calcio generando 

desajustes en varios procesos celulares, incluidos los de generación de energía (Siesjo 

et al., 1995). Entre las consecuencias de tal incremento están la activación de diversas 

enzimas; 1) Las proteasas, como es el caso de la calpaína I, la cual degrada  varias 

proteínas estructurales, por ejemplo, la tubulina o la espectrina, proteínas del sistema de 

microtúbulos. Por lo que su participación en la degradación celular es evidente (Arias, 

1991). 2) Las fosfatasas también pueden activarse y producir cambios importantes en 

los fosfolípidos, contribuyendo al rompimiento de la membrana celular y a la liberación 

del ácido araquidónico, cuyo metabolismo favorece la producción de radicales libres 

citotóxicos los cuales generan alteraciones químicas en todas las macromoléculas 

celulares participando en la inducción de la muerte neuronal a través de diferentes 

procesos como apoptosis, autofagia y necrosis (Maycotte y Morán, 2007). 3) Las 

endonucleasas que se encargan de la degradación de los ácidos nucleicos que inducen 

el daño del núcleo celular (Bano y Nicotera, 2007).  
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Por otro lado, también se ha visto que la activación de los receptores metabotrópicos del 

grupo I contribuyen al incremento en las concentraciones de calcio, ya que el IP3 

estimula su liberación de pozas intracelulares (Mannaioni et al., 2001). Así como también 

la activación de proteín - cinasas con movilización de calcio, las cuales pueden intervenir 

en la activación de genes “de muerte” y completar el círculo de retroalimentación positiva 

que culmina con la muerte neuronal (Beal, 2000). 

 
Además de lo anterior, se sabe que existe una fuerte participación de varios 

mecanismos mediante los cuales se genera daño mitocondrial dependiente de calcio, 

como la formación de especies reactivas de oxígeno como el superóxido. Esto 

disminuye la capacidad de producción de ATP, por lo cual decrece la actividad de la 

bomba sodio-potasio (ATPasa Na+-K+) provocando la disminución en la extrusión de 

Na+, alterándose el gradiente de concentración de este catión, despolarizándose la 

membrana neuronal y facilitándose la respuesta de los receptores NMDA (Choi, 1988; 

Olanow, 1993; Louvel et al., 1997).  

 

Hace algún tiempo se consideraba que los receptores tipo NMDA eran los únicos que 

participaban en la excitotoxicidad (Choi, 1988b); sin embargo, ahora está claro que la 

activación de los receptores no-NMDA es igual de importante (Koh et al., 1990; Prehn et 

al., 1995). De esta manera, el mediador predominante del daño neuronal es la 

sobrecarga en la concentración intracelular de Ca2+ libre, que se puede dar por un mayor 

flujo a través de los receptores tipo NMDA, de los receptores tipo AMPA permeables a 

Ca2+, por su liberación de sitios donde se acumula intracelularmente (como el retículo 

endoplásmico) y por su deficiente amortiguamiento por las mitocondrias. Por lo tanto, la 

excitotoxicidad es un proceso en el cual la sobreactivación de los receptores 

postsinápticos de glutamato, da lugar a una despolarización prolongada de las 

neuronas, permitiendo una entrada masiva de Ca2+ principalmente a través de los 

receptores a glutamato, desencadenando la activación no controlada de procesos 

perjudiciales que eventualmente producen la muerte neuronal (Arundine y Tymianski, 

2003) y que, suele ser muy regional y selectiva, debido a que puede depender, entre 

otros factores, de la distribución particular de los receptores glutamatérgicos y de las 

propiedades bioquímicas y eléctricas de las células blanco (McDonald et al., 1990). 
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Figura 5. Representación esquemática de los procesos bioquímicos que participan  en 
el mecanismo de excitotoxicidad en una sinapsis glutamatérgica. 
Receptores: NMDA, AMPA y mGluR.    Transportadores: EAAC1, GLAST y GLT1.  
Canales de calcio sensibles a voltaje: VSCC. Inositol (1,4,5) trifosfato: IP3. Calcio: Ca2+. 
Glutamato: Glu 
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II.  ANTECEDENTES 
 

 Epilepsia y neurodegeneración. 
 
En varios periodos de la historia la epilepsia se ha visto como un castigo, posesión del 

demonio, persecución o como una enfermedad contagiosa. Desde la aparición de la 

escritura, se tienen indicios de su existencia referida como enfermedad sagrada (Morbus 

sacer, en latín) la cual figura en documentos de la antigua Mesopotamia (5000 a.C. 

aprox). Sin embargo, el texto de Hipócrates  “Sobre la Enfermedad Sagrada”, escrito 

hacia el año 400 a.C, es sin duda el más conocido sobre la historia de la epilepsia, ya 

que en esta obra se hace hincapié en el origen físico de la enfermedad y se hizo notar 

que, dadas sus características, y dado el asombro que causaba entre los hombres, 

siempre estuvo relacionada con cuestiones mágico-religiosas (Brailowsky, 1999). 

Estas ideas predominaron hasta el inicio del siglo XIX cuando Heberden describió 

algunas características clínicas. Tiempo después Hugliglins Jackson inició la descripción 

meticulosa de la llamada epilepsia Jacksoniana, relacionando los paroxismos motores 

localizados en la mano con contracciones vasculares en la región de la arteria media y 

en 1862, Jean Martín Charcot junto con sus colaboradores Pierre Marie y Babinski 

realizaron observaciones clínicas sobre el diagnóstico diferencial de la histeria y la 

epilepsia, material publicado como Iconographie Photographique de la Salpetriere. 

Muchos años más tarde los experimentos de Caton y de Pradich-Neminsky mostraron el 

electroencefalograma (EEG) y los potenciales evocados por estimulación sensorial 

obtenidos de la corteza cerebral de animales y tiempo después Hans Berger publica los 

primeros registros del EEG de humano (Brailowsky, 1999). 

 

El hombre tardó miles de años en descubrir que la epilepsia es una alteración que tiene 

su origen en el cerebro y que no es ni diabólica, ni sagrada. Su historia tiene mucho que 

ver con el cambio de ideas a través del tiempo sobre las funciones cerebrales en las 

diferentes épocas.  

 

La palabra epilepsia deriva de una preposición y de un verbo irregular griego 

“epilambanein” que significa “ser tomado o sorprendido bruscamente”.  Afecta entre el 

0.5 y 2% de la población general, se manifiesta en todas las edades, en el 78% de los 

casos se presenta antes de la adolescencia, el 16% aparece en el adulto joven,  el 5% 

corresponde a los adultos y el 1% a ancianos.  Se caracteriza por la recurrencia o 

repetición de crisis que pueden manifestarse como pérdida del conocimiento, 
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movimientos involuntarios, alteraciones autonómicas, alteraciones del humor o estado 

de ánimo y alteraciones de las funciones mentales  (Feria et al., 1997).  

 

Existen varias causas de su origen como traumatismos, infecciones, tumores, 

hemorragias y/o alteraciones durante el desarrollo. También existen algunos factores 

que pueden facilitar la aparición de las crisis en pacientes con predisposición a la 

epilepsia, como son la falta de sueño, los niveles bajos de azúcar o de calcio en la 

sangre, la falta de oxígeno, la luz intermitente, la fiebre alta, etc (Brailowsky, 1999). Los 

factores de origen metabólico, post-traumático, ya sea secundario o daño perinatal y el 

traumatismo cráneo-cefálico son los principales factores etiológicos que se sincronizan 

con los factores neuroquímicos, que dan como resultado las manifestaciones clínicas y 

las alteraciones electroencefalográficas catalogadas como crisis epilépticas. Según la 

Asamblea General de la Liga Internacional contra la Epilepsia en el XXIV Congreso 

Internacional de Epilepsia efectuado en el 2001,  aprobó la actual clasificación de las 

crisis epilépticas tomando en cuenta la causa y los posibles trastornos relacionados en:  

1) Crisis Parciales o Focales.  Tienen su origen en un pequeño grupo de 

neuronas que forman un foco epiléptico, esto determina la sintomatología dependiendo 

de la región cerebral donde se encuentre.  

a) Crisis sensoriales focales;  crisis del lóbulo parietal y occipital 

b) Crisis experienciales; crisis del lóbulo tempo-parieto-occipital 

c) Crisis motoras; crisis del lóbulo temporal. 

2) Crisis Generalizadas. Involucra a toda la corteza cerebral desde  su inicio y de 

manera difusa, además de que puede presentar uno o varios focos epilépticos. 

Involucra las crisis Tónicas, Clónicas, Ausencias Típicas y Atípicas y Atónicas (Coulter, 

D y Mathern G, 2001). 

 

Los términos ataque, crisis, epilepsia, espasmo son comúnmente utilizados para definir 

una descarga anormal cerebral. En un foco epiléptico cada neurona presenta de manera 

sincronizada una respuesta conocida como despolarización paroxística (DP), que se 

inicia por una  despolarización súbita de entre 20-40 mV y de larga duración (50-200 

ms), lo que genera un tren de potenciales de acción (Peña, 2001).  

 

En un solo ataque convulsivo generalizado, existe una rápida disminución de la presión 

sanguínea sistémica, sin embargo, difícilmente se producen lesiones morfológicas 



                                                                                      
 

 - 34 -  

 

detectables macroscópicas o microscópicas en las regiones cerebrales. Es la 

repetitividad de las crisis lo que condiciona la mayor parte de los cambios 

neuromorfológicos detectables. Una de las alteraciones que representa 

característicamente esta asociación de convulsiones con lesiones cerebrales severas  se 

ha demostrado con la aparición del status epilepticus (SE). Este término se utiliza en 

crisis epilépticas repetitivas, constantes y prolongadas, que constituyan una condición 

epiléptica continua de por lo menos 5 a 10 minutos, hasta más de una hora  (Feria et al., 

1997).  

 

Los cambios que llevan a las neuronas con actividad normal a una actividad 

despolarizante sostenida, están relacionados con las alteraciones en el balance entre las 

corrientes de entrada de Ca+2 y Na+  y las corrientes de salida de K+ que generan brotes 

espontáneos de despolarización que se manifiestan eléctricamente como una espiga 

epiléptica en el electroencefalograma (EEG) (Feria et al.,1997).  

 

También se ha demostrado que esta despolarización puede darse por activación 

excesiva de los receptores a glutamato del tipo AMPA y NMDA  (Brailowsky et al., 1997). 

Existen muchas evidencias que indican la participación del ácido glutámico y 

específicamente se sabe que la causa de varios tipos de epilepsia se debe precisamente 

a alteraciones en la transmisión glutamatérgica (Chapman, et al., 1996; Bräuner-

Osborne et al., 2000). En estudios de epilepsia con modelos animales se ha visto que 

mientras los agonistas glutamatérgicos son potentísimos convulsivantes, los 

antagonistas tienen notables efectos anticonvulsivantes, por ejemplo, antagonistas 

competitivos de los receptores NMDA como el CPP (Löscher y Schmidt, 1988) o el AP7 

(Meldrum, 1982) o no competitivos como el MK-801 (Gilbert, 1994) o el ADCI (Rogawski 

et al., 1991) inhiben las convulsiones producidas en varios de los modelos de epilepsia. 

En el caso de los receptores no-NMDA, antagonistas como el NBQX o el GYKI522466, 

han probado ser anti-convulsivantes discretos (Yamaguchi et al., 1993). También se ha 

mostrado que una expresión anormal de los receptores a glutamato o un aumento  en  

su  función,  juegan  un  papel  importante  en  varias  formas  de  epilepsia (Meldrum, 

1994). En ratas a las que se les indujo epilepsia por el método de kindling se demostró la 

existencia de alteraciones importantes en el funcionamiento del receptor NMDA  (Kraus 

et al., 1994; Lee et al., 1994).  En otros trabajos, Janjua y colaboradores (1992a) 

postularon que también la epilepsia podría estar asociada a un metabolismo anormal del 
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glutamato generado por alteraciones en su transporte, pues encontraron en el líquido 

cefalorraquídeo niveles elevados de glutamato (hasta 3 veces) en pacientes con 

epilepsia generalizada o bien en ratones genéticamente epilépticos de la cepa E1 (1.5 

veces) (Janjua et al., 1992b).  

 

 El hipocampo en la epilepsia y la neurodegeneración. 

Durante el estudio de la epilepsia se ha demostrado que una de las estructuras 

cerebrales más afectadas es el hipocampo (Feria et al., 1997). Estudios con drogas 

convulsivantes que actúan sobre la actividad neuronal en rebanadas de hipocampo, 

dieron lugar a muchos hallazgos importantes que revelaron los mecanismos 

epileptogénicos conocidos in vivo, ya que las neuronas piramidales en esta estructura 

sirven como marcapasos para las descargas epilépticas y tienden a generar brotes 

sincronizados espontáneos.  

 

El hipocampo es una estructura cerebral que pertenece al sistema límbico y participa 

primordialmente en el almacenamiento de la memoria. La formación hipocampal 

comprende el giro dentado, el hipocampo, el subículum, el presubículum, el 

parasubículum y la corteza entorrinal. Las células que forman el hipocampo son 

multipolares y se conocen como células piramidales, que con base a su tamaño y 

apariencia se han dividido en tres regiones: CA1, CA2 Y CA3.  El giro dentado está 

constituido por tres capas: la capa principal formada por células granulares, la capa 

acelular molecular localizada sobre la capa principal, y la capa de células polimórficas o 

hilus, la cual se localiza debajo de las células granulares. Estas últimas son neuronas 

monopolares y sus axones se conocen como fibras musgosas, inervan la capa CA3 del 

hipocampo, región que se conecta con la capa CA1 del hipocampo, la cual proyecta al 

subículum y a las capas profundas de la corteza entorrinal. Esta vía se le conoce como  

colateral de Schaffer y forman una vía excitadora recurrente. La región CA2 del 

hipocampo no recibe inervaciones del giro dentado como CA1 y CA3, sus conexiones 

son distintas lo que hace que existan grandes diferencias funcionales (Shepherd, 1998).  

 
 En la epilepsia la pérdida neuronal de la región CA1 con daño en CA3 e hilus, es una 

característica que se encuentra con gran frecuencia (Scheyer, 1978), en cambio,  en 

otros estudios se ha comprobado que la región CA2 parece ser mucho más resistente 

(Corsellis y Burton, 1983).  
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Otro grupo de neuronas presente en la formación hipocampal son las interneuronas, las 

cuales forman sinapsis GABAérgicas y tienen regiones blanco localmente restringidas. 

Una de las hipótesis más sólidas que explican el origen de la epilepsia, es la de 

alteraciones en la comunicación existente entre interneuronas (estímulos inhibidores) y 

las células piramidales (estímulos excitadores) en alguna región cerebral. Cuando se 

rompe el equilibrio entre ellas por disminución en la transmisión GABAérgica  y/o 

aumento en la glutamatérgica se puede producir una hiperexcitabilidad neuronal que da  

origen a descargas  paroxísticas, que  pueden  dar  lugar  a  la  epilepsia (Feria et al., 

1997).  

 

Gran cantidad de trabajos previos demuestran que el ácido glutámico además de estar 

relacionado con la aparición de las crisis epilépticas, tiene una fuerte participación en la 

inducción de la muerte neuronal. En pacientes epilépticos se ha encontrado que un gran 

número de ellos, principalmente aquellos que padecen la epilepsia del lóbulo temporal, 

llegan a presentar deficiencias neurológicas ocasionadas por la muerte masiva de 

neuronas en la zona del hipocampo. Desde hace algunos años es conocido que la 

estimulación excesiva de los receptores de glutamato da como resultado degeneración 

neuronal. La administración neuronal de glutamato o de sus agonistas, ya sea local o 

sistémica, induce la muerte, misma que se previene con antagonistas de receptores 

glutamatérgicos (Peña y Tapia, 2001).  

 
En los últimos años se ha incrementado el interés por estudiar los mecanismos 

responsables de la muerte celular. Estos mecanismos son muy importantes en el SNC, 

ya que la neurodegeneración es un fenómeno que no solamente ocurre durante el 

envejecimiento sino también durante padecimientos agudos y crónicos. Un gran número 

de enfermedades neurológicas, normalmente referidas como enfermedades 

neurodegenerativas, comparten características patológicas de una gradual y selectiva 

pérdida neuronal. Al parecer la neurotoxicidad endógena del glutamato está involucrada 

en algunas de estas enfermedades, sin embargo, en muchos casos la evidencia no es 

contundente. En la gran mayoría de estas enfermedades se desconocen las causas de 

muerte neuronal, pero se han relacionado algunos factores que podrían interactuar entre 

sí, tales como, la sobreactivación de los receptores a aminoácidos excitadores 

(principalmente del tipo NMDA), un incremento en la concentración citoplásmica de 

calcio y la generación de especies reactivas de oxígeno o radicales libres. Estos factores 

se conjugan de tal modo que la alteración en alguno de ellos puede generar cambios en 
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otro y con esto desatarse una reacción en cadena, resultando con ello, daño y muerte 

neuronal por destrucción tanto de las membranas plasmáticas como de los organelos 

intracelulares  (Colyle y Puttfarcken, 1993; Tapia, 1998; Tapia et al., 1999). 

 

 4-AP  (4- aminopiridina). 
 

Hoy en día, para el estudio del papel de los neurotransmisores en la epilepsia, se cuenta 

con técnicas avanzadas como lo es la microdiálisis. Gracias a ella se han podido 

observar incrementos importantes en los niveles extracelulares de glutamato, de entre 3-

16 veces, en pacientes epilépticos con crisis de origen cortical (Carlson et al., 1992; 

Hamberger et al., 1993) o de origen hipocámpico (2-5 veces) (Wilson et al., 1996). En 

animales también se han documentado aumentos en los niveles extracelulares de 

glutamato en un buen número de modelos de epilepsia como el Kindling (1-3 veces) 

(Zang et al., 1991), por administración de ácido kaínico (3 veces) (Stein-Behrens et al., 

1992), pilocarpina (1.5 veces) (Millan et al, 1993) o por estimulación eléctrica (1.2 veces) 

(Walker et al., 1995).   

 
En nuestro laboratorio, el estudio de la epilepsia y de otro tipo de enfermedades que 

involucran al glutamato, se ha realizado mediante la utilización de drogas capaces de 

estimular su liberación, y con ello se ha encontrado la correlación existente entre el 

incremento en sus niveles extracelulares y los efectos de excitabilidad y muerte 

neuronal.  

La droga más utilizada desde hace algún tiempo en nuestro laboratorio es el bloqueador 

de canales de K+, conocido como 4-aminopiridina (4-AP) que prolonga la fase de 

despolarización de los potenciales de acción, aumentando la frecuencia de disparo 

neuronal. A nivel fisiológico, se ha reportado que bloquea preferentemente las corrientes 

tipo A (IA) y tipo D (ID), por lo que la prolongación de la fase despolarizante del potencial 

de acción, induce un disparo repetitivo que genera descargas epileptiformes (Hoffman et 

al., 1997).  

 
El principal blanco de acción de la 4-AP se encuentra en las terminales sinápticas, 

donde produce la liberación de neurotransmisores, tanto excitadores como inhibidores 

en preparaciones in vitro, como en la placa neuromuscular, en rebanadas de cerebro, en 

sinaptosomas y en algunas regiones cerebrales in vivo (Peña y Tapia, 1999 y 2000).  

También, se ha demostrado que este compuesto es un potente convulsivante que 

induce actividad epileptiforme in vitro (Gean et al., 1990) y convulsiones in vivo en la rata 
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(Fragoso y Tapia, 1992), en ratón  (Yamaguchi y Rogawski, 1992) e incluso en el 

humano (Spyker et al., 1980). Estas crisis pueden ser prevenidas o disminuidas con la 

aplicación de antagonistas de los receptores ionotrópicos de glutamato (Peña y Tapia, 

2000). Esto significa que el efecto convulsivante se encuentra íntimamente relacionado 

con el aumento en la liberación de glutamato y con la sobreactivación de sus receptores.  

 

 PDC (L-trans-pirrolidin-2,4-dicarboxílico). 
 
Por otro lado, paradójicamente, cuando el incremento de glutamato extracelular se 

produce por bloqueo de su transporte, no hay evidencias de que se induzca epilepsia 

(Obrenovitch, 1996) ni muerte neuronal (Massieu y Tapia, 1997). Uno de los compuestos 

más utilizados para inhibir el transporte de glutamato es el L-trans-pirrolidin-2,4-

dicarboxílico (PDC). Se ha descrito que este compuesto eleva de 10 a 20 veces la 

concentración de glutamato sobre los niveles basales y además no existen señales de 

hiperexcitabilidad electrofisiológica (Obrenovitch, 1996), ni muerte neuronal (Massieu et 

al., 1995). También se ha visto que el efecto del PDC es mayor sobre el glutamato y 

aspartato comparado con otros aminoácidos, lo que comprueba su potente selectividad 

sobre el transportador de glutamato/aspartato (Robinson et al., 1991; Tapia et al., 1999).  

 

III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Hasta el momento se cuenta con evidencias de que cuando existe aumento en la 

liberación de glutamato por inhibición de su recaptura, y este se extiende a través de la 

hendidura sináptica, puede activar receptores presinápticos metabotrópicos que inhiben 

la liberación del glutamato (Oliet, et al., 2001). Cuando la concentración de glutamato 

incrementa significativamente, ya sea por alta actividad neuronal, o por bloqueo de la 

recaptura de glutamato, estos receptores se activan provocando la inhibición de su 

liberación (Scanziani et al., 1997). Este efecto es precisamente el mejor caracterizado en 

la actualidad, ya que se ha demostrado que los receptores mGluR presinápticos pueden 

actuar como autorreceptores reduciendo la liberación de glutamato (Baskys y Malenka, 

1991; Manzoni y Bockaert, 1995; Gereau y Conn, 1995; Gereau et al., 1995; Macek, 

1996). 

 
En el hipocampo, por ejemplo, se ha demostrado que la activación persistente de los 

receptores mGlu III provocan reducción de las respuestas postsinápticas excitadoras 
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(Losonczy et al., 2003). El compuesto L-AP4, un potente agonista para este grupo, 

induce inhibición de la transmisión sináptica de glutamato en rebanadas de hipocampo 

(Baskys y Malenka, 1991) al igual que en terminales nerviosas estimuladas con 1 mM de 

4-AP (Rodríguez-Moreno et al., 1998). También está descrito que el L-AP4 induce una 

marcada reducción de los potenciales postsinápticos excitatorios en las células 

piramidales de la región  CA1 y CA3 del hipocampo (Baskys y Malenka, 1991). Estudios 

realizados por Pin y Duvoisin (1995) revelan que esta misma depresión de la transmisión 

sináptica existe en varias regiones del cerebro como son la corteza, el bulbo olfatorio, la 

amígdala y la neocorteza.  

 
La reducción de la liberación de glutamato por la activación de ciertos  receptores 

mGluR, se ha podido relacionar con base en la localización espacial dentro de las 

terminales glutamatérgicas. Trabajos  realizados por Shigemoto y colaboradores (1997), 

utilizando la técnica de inmunocitoquímica, han revelado que los receptores del grupo III 

se encuentran presentes en el área CA1 del hipocampo y que además tienen su 

localización mayoritariamente en sitios de liberación de neurotransmisores (Shigemoto et 

al., 1996), característica que pone en ventaja a este grupo sobre el resto de los 

receptores metabotrópicos, ya que los miembros tanto del grupo I como del grupo II, 

tienen su localización en zonas más alejadas de la hendidura sináptica (Luján-Miras et 

al., 1996; Neki et al., 1996; Petralia et al., 1996). Por lo anterior, no es difícil pensar que 

la activación de los receptores metabotrópicos, principalmente los del grupo III, resulte 

en la inhibición de la liberación de glutamato. 

 

Por otro lado, el acoplamiento negativo de mGluR III a la vía adenilato ciclasa/AMPc 

coincide con el efecto inhibidor de la transmisión sináptica, dado que la activación de 

esta vía con forskolina, induce el incremento de la liberación espontánea de glutamato 

dependiente de la elevación de los niveles intracelulares de AMPc (Herrero y Sánchez-

Prieto,1996b). Por lo que es posible pensar que los mGluR III puedan modular, a través 

de la inhibición de esta vía, la transmisión glutamatérgica y reducir el daño causado por 

excitotoxicidad. 

 

En los antecedentes presentados se sugiere que los mGluR III podrían activarse como 

un posible mecanismo de protección contra la excitotoxicidad inducida por el glutamato 

bajo condiciones de incremento excesivo de glutamato extracelular. Por lo anterior, es 

relevante el estudio de estos receptores para poder conocer el mecanismo de 



                                                                                      
 

 - 40 -  

 

protección. Para ello, en el presente trabajo se utilizó la técnica de microdiálisis en el 

hipocampo de ratas en libre movimiento y se realizaron perfusiones del inhibidor 

competitivo de la recaptura de glutamato, el acido L-trans-2,4-pyrrolidin-dicarboxílico 

(PDC) en presencia de 4-AP con y sin el agonista y antagonista selectivo para los 

mGluR III con registro simultáneo de la actividad electroencefalográfica cortical.  

 

IV. HIPÒTESIS 

El incremento de glutamato producido por 4-AP, puede inducir epilepsia y muerte 

neuronal por excitotoxicidad por la sobreactivación, principalmente, del receptor tipo 

NMDA; pero el incremento extracelular de este aminoácido, provocado por inhibición de 

su recaptura, podría activar receptores metabotrópicos principalmente del grupo III que 

inhiban la liberación de glutamato de las terminales presinápticas, resultando la 

neuroprotección. Esta depresión en la transmisión sináptica excitadora, podría 

antagonizar los efectos excitotóxicos de la 4-aminopiridina. Por lo tanto, por un lado, los 

antagonistas de los mGluR III, deben revertir la neuroprotección, mientras que el 

agonista debe potenciar la excitotoxicidad. 

 

V. OBJETIVOS 

Con base en lo anterior, los objetivos del presente trabajo son: 

1. Demostrar si la inhibición de la recaptura del glutamato por el ácido L-trans-

pirrolidin-2,4-dicarboxílico (PDC), en el hipocampo de la rata in vivo, es capaz de 

proteger contra los efectos  de  epilepsia  y  neurodegeneración producidos por la 

4-aminopiridina (4-AP) debido a la activación de los mGluR III, utilizando dos 

antagonistas específicos para estos receptores, (S)-2-amino-2-metil-4-ácido 

fosfonobutanoico (MAP4) y (R-S)-α-metilserina-O-fosfato (MSOP). 

2. Demostrar si la activación selectiva de los mGluR III con el agonista, L(+)-2-

amino-4-fosfonobutirato (L-AP4), produce protección contra la epilepsia y la 

neurodegeneración inducidas por la 4-AP en el hipocampo de la rata in vivo.   
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VI.  DISEÑO Y PROCEDIMEINTOS EXPERIMENTALES. 
 
 

 Cirugía para el implante de cánulas para experimentos de microdiálisis: 

 Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso de 220-240g, las cuales fueron 

anestesiadas con halotano de entre 0.5-1.5% en una mezcla de 95% O2 y 5% CO2  para 

llevar a cabo el implante de cánulas de microdiálisis. Una vez anestesiados los animales 

se realizó un corte en la piel para exponer el cráneo y se colocaron dos tornillos a nivel 

de la corteza parietal, los cuales fueron utilizados como electrodos para el 

electroencefalograma (EEG). Posteriormente, se taladró un orificio de 2 mm 

aproximadamente de diámetro para la colocación de una cánula  guía  en  el  área  del 

hipocampo izquierdo dorsal con coordenadas: antero-posterior  3.6 mm, lateral + 2.4 mm 

y  ventral  -2.0 mm a partir de Bregma (Paxinos y Watson, 1982). Finalmente se utilizó 

acrílico dental para sujetar al cráneo, los tornillos y la cánula guía (Ramirez-Munguía et 

al, 2003). 

 

 Microdiálisis: 
 
Con la finalidad de permitir la recuperación de los animales del daño mecánico 

ocasionado en el tejido por la entrada de la cánula guía después de la cirugía, se esperó 

un tiempo de cinco días para lleva a cabo los experimentos. El día de la microdiálisis, se 

cambió la cánula guía y en su lugar se introdujo la cánula de microdiálisis (CMA/12 

Solana, Suecia de 2 mm de largo y 0.5 mm de diámetro), previamente lavada con agua 

destilada durante 1 hora a un flujo de 10 µl/min para eliminar el glicerol, sustancia con lo 

cual es empaquetada.  

 
Posteriormente, a través de la cánula se perfundió continuamente en el hipocampo una 

solución  Krebs-Ringer compuesto por NaCl 118 mM ,  KH2PO4   1.2 mM, KCl 4.7 mM, 

MgSO4 1.18 mM, NaHCO3  25 mM, glucosa 10 mM, CaCl2 2.5 mM (pH 7.4)  a un flujo  

de 2 µl/min mediante una microjeringa montada a una bomba de microinyección (modelo 

CMA/100; Carnegie).  

 
Después de un periodo de estabilización de 60 minutos, fueron colectadas 

continuamente 12 fracciones de 25 µl de 12.5 min cada una, a través de un colector 

automático conectado a la bomba de microinyección. Las tres primeras fracciones 

colectadas se utilizaron para la determinación de los niveles basales de diferentes 
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aminoácidos: Ac. Aspártico (asp), Ac. Glutámico (glu), Glutamina (gln), Glicina (gly), 

Taurina (Tau) y Alanina (ala), posteriormente se cambió el medio de perfusión por una 

solución que contenía los diferentes compuestos utilizados: 4-aminopiridina (4-AP) a una 

concentración de 7mM, ácido L-trans-pirrolidin-2,4-dicarboxílico (PDC) a una 

concentración de 50mM, (S)-2-animo-2-metil-4-ácido fosfonobutanoico (MAP4) a una 

concentración de 500µM,  (R-S)-α-metilserina-O-fosfato (MSOP) a una concentración de 

1 mM y L-2-amino-4-fosfonobutirato (L-AP4) a una concentración de 100mM.  

 
El bloqueador de canales de potasio, 4-AP (Sigma, St. Louis, MO, Estados Unidos) se 

perfundió a través de la membrana, únicamente durante una fracción de microdiálisis, el 

bloqueador del transporte de glutamato, PDC (Tocris, Langford, Bristol, Reino Unido) se 

perfundió durante 3, 5 y 9 fracciones continuas de microdiálisis en grupos 

experimentales independientes. Los antagonistas de los mGluR III, MAP4 y MSOP 

(Tocris, Langford, Bristol, Reino Unido) y el agonista de los mGluR III, LAP-4 (Tocris, 

Langford, Bristol, Reino Unido) se perfundieron durante nueve fracciones continuas de 

microdiálisis.  Las concentraciones de las drogas utilizadas fueron calculadas con base a 

la eficiencia del ~ 10% de la cánula de microdiálisis según la determinación realizada por 

Morales-Villagran y colaboradores (1996). 

 Cuantificación de aminoácidos: 

 
La concentración de los aminoácidos se midió en un sistema de cromatografía líquida de 

alta resolución (HPLC) y detección por fluorescencia, como se describe en el trabajo de 

Salazar et al. (1994) y Massieu  et al. (1995).  Los 25 µl colectados de cada fracción se 

derivatizaron con un volumen igual de ο-ftaldialdehído (OPA) durante 3 min, 

inmediatamente después se inyectaron 20 µl en el cromatógrafo equipado con una 

columna ODS (25 cm x 4 mm i.d, 5 µm de poro) utilizando como fase móvil metanol y 

acetato de potasio (0.1 M, pH 5.5) corriendo en un gradiente lineal a un flujo de 1.5 ml  / 

min de 25% a 75% metanol. La detección se llevó a cabo por la medición de la 

fluorescencia del derivado OPA, a 330 nm de excitación y 460 nm de emisión. El análisis 

cuantitativo de los aminoácidos se realizó por comparación con una mezcla estándar de 

7 aminoácidos mencionados anteriormente. 
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 Registro electroencefalográfico  (EEG): 

 
Simultáneamente con la microdiálisis, se realizó un registro electroencefalográfico 

utilizando los electrodos implantados en la corteza parietal, para monitorear la actividad 

eléctrica propagada a la corteza. Este registro se llevó a cabo con la utilización de un 

polígrafo GRASS. La señal se filtró dando un ancho de banda entre 3-35 Hz.  A partir de 

los registros obtenidos se determinó la latencia, el número y la duración de las 

descargas epileptiformes, así como la latencia y duración del estado epiléptico. 

 

 Análisis histológico: 

24 horas después de haber realizado el experimento, los animales se anestesiaron con 

pentobarbital sódico y se perfundieron intracardialmente con 250 ml de solución salina al 

0.9%, seguidos de 250 ml de formaldehído al 4% en buffer de fosfatos 0.1 M, pH 7.4. 

Los cerebros  removidos, se mantuvieron en postfijación con formaldehído por un 

periodo de 24 horas a 4C, posteriormente fueron transferidos a soluciones con diferente 

porcentaje de sacarosa al 10, 20 y 30%. Luego se realizaron cortes coronales seriados 

en congelación del sitio de lesión con un grosor de 40 m y se tiñeron con violeta de 

cresilo para confirmar la correcta localización de la cánula de microdiálisis en el tejido y 

para el conteo de la muerte neuronal. 

 
La neurodegeneración se midió en un programa de análisis de imágenes NIH 1.6 para 

Macintosh, señalando el número de células sanas en 30,000 m2.  De cada grupo 

experimental, se analizaron tres cortes por rata. 

 

 Observación  conductual: 

Durante y después del experimento (hasta 24 h), se observó cuidadosamente el efecto 

conductual producido por los diferentes tratamientos según las condiciones 

experimentales.  

 

 Análisis estadístico: 

Para cuantificar los cambios en las concentraciones de los aminoácidos y del daño 

celular, se realizó  una prueba T de Student  pareada. 
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 Grupos experimentales: 

En el presente estudio se utilizaron ratas implantadas en la región CA1 del hipocampo 

para experimentos de microdiálisis en libre movimiento. A continuación se describe la 

combinación de los compuestos utilizados en cada grupo experimental. 

 

1. Grupo perfundido con 4-AP durante 1 fracción de microdiálisis. 

2. Grupo perfundido con PDC durante 5 fracciones de microdiálisis. 

3. Grupo co-administrado con 1 fracción de 4-AP y 3 fracciones de PDC. 

4. Grupo co-administrado con 1 fracción de 4-AP y 5 fracciones de PDC. 

5. Grupo co-administrado con 1 fracción de 4-AP y 9 fracciones de PDC. 

6. Grupo perfundido con MAP4 durante 9 fracciones. 

7. Grupo perfundido con MSOP durante 9 fracciones. 

8. Grupo co-administrado con 1 fracción de 4-AP y 9 fracciones de MAP4. 

9. Grupo co-administrado con 1 fracción de 4-AP y 9 fracciones de MSOP. 

10. Grupo co-administrado con 9 fracciones de PDC y MAP4. 

11. Grupo co-administrado con 9 fracciones de PDC y MSOP. 

12. Grupo control de LAP-4 durante 9 fracciones. 

13.  Grupo co-administrado con 1 fracción de 4-AP y 9 fracciones de LAP-4. 

 

VII. RESULTADOS 

 

 Primera parte: 

En el siguiente artículo de investigación original se presentan las evidencias que apoyan 

la hipótesis mencionada previamente en este trabajo, en el cual describimos el efecto 

excitotóxico producido por la 4-AP y la protección paradójica ejercida por el bloqueo del 

transporte de glutamato por la posible activación de los mGluR III, ya que los 

antagonistas específicos utilizados para estos receptores, fueron capaces de revertir el 

efecto protector producido por el PDC.   

 

Se presenta el artículo publicado en Journal of Neuroscience Research. 
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 Segunda parte: 

 

En esta sección se presentan los resultados de un artículo en preparación que 

presentamos como manuscrito, en el cual se muestra la evidencia de la protección 

contra la excitotoxicidad por la activación directa de los mGluR III con su agonista 

específico, LAP-4. 
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VIII. DISCUSIÓN 

  

Mediante la combinación de estudios neuroquímicos, electroencefalográficos e 

histológicos pudimos observar los siguientes hallazgos y es importante resaltar que 

todos fueron obtenidos en ratas en libre movimiento, lo que elimina los efectos de la 

anestesia y permite correlacionar los resultados con los cambios conductuales. A 

continuación se enlistan.  

 

1) La estimulación de la liberación de glutamato desde la terminal sináptica con 4-AP 

provoca intensas crisis epileptiformes y muerte neuronal en la región del hipocampo por 

sobreactivación de los receptores NMDA y la administración del antagonista MK-801 

previene dichos efectos neurotóxicos.  

Comparando nuestros resultados con trabajos previos en los cuales se ha utilizado la 

técnica de microdiálisis con ratas que se encuentran bajo anestesia (Peña and Tapia, 

1999, 2000, Ayala and Tapia, 2003, 2005) se muestra una notable diferencia en el efecto 

neurotóxico de la 4-AP. Los resultados de nuestro trabajo indican que la neurotoxicidad 

en las ratas despiertas es mucho más potente a dosis cinco veces menores que las 

reportadas en los trabajos antes citados (17.5 mM o mayores), porque a 7 mM se 

produce muerte neuronal más severa y crisis epileptiformes más intensas, reflejadas 

tanto en la actividad del EEG como en la conducta del animal. Esta notable diferencia en 

el efecto de las dosis indica que el anestésico reduce la transmisión sináptica excitadora, 

lo cual no es sorprendente. Diversos trabajos realizados sobre el mecanismo de acción 

de varios anestésicos como la ketamina, isofluorano y el propio halotano (Rudolph and 

Antkowiak, 2004, Franks, 2008) revelan que su efecto se debe a una disminución en la 

transmisión sináptica excitadora, ya que disminuyen las espigas de neuronas de la 

región CA1 del hipocampo (Wakasugi et al., 1999). También se ha mostrado que el 

halotano bloquea la transmisión sináptica excitadora a través de diversos efectos 

alostéricos en el mecanismo de activación del canal iónico del receptor tipo NMDA y en 

el sitio de unión al glutamato (Martín et al., 1995). Otro dato importante que demuestra 

que el halotano ejerce una acción inhibidora sobre el receptor NMDA, es el obtenido por 

Ramírez-Munguía y colaboradores (2003), en el cual la anestesia con halotano interfirió 

en el desarrollo de las crisis epileptiformes producidas por la perfusión del ácido 

okadaico en experimentos de microdiálisis, aún cuando muy probablemente el receptor 

se encuentra hiperfosforilado por la acción de esta droga, que es un inhibidor de 
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fosfatasas de proteínas; en las ratas despiertas se observó un notable efecto 

epileptogénico del ácido okadaico.  

Por otro lado, en el presente trabajo, mostramos que el aumento extracelular de 

glutamato inducido con 4-AP fue transitorio y no se encontró diferencia estadísticamente 

significativa comparada con sus niveles basales, aunque si se encontró diferencia con 

respecto al grupo control. Esto puede deberse a las limitaciones de la técnica de 

microdiálisis y detección en el HPLC, sin embargo, los resultados claramente 

demuestran que el efecto excitotóxico es atribuido a la liberación endógena de glutamato 

desde la terminal sináptica y sobreactivación de los receptores NMDA. Una evidencia de 

ello se ha descrito en un trabajo previo realizado por Ayala y Tapia (2005) en el cual 

también usando la técnica de microdiálisis en el hipocampo demuestran que la 

administración sistémica de MK-801, 30 ó 60 minutos después de la perfusión de 4-AP 

previene contra la neurodegeneración y no así contra las crisis epilépticas. Lo anterior 

indica que una vez desencadenada la hiperexcitabilidad neuronal por sobreactivación de 

los receptores NMDA debido a la persistente liberación de glutamato, ya no es posible 

prevenirla con la administración tardía del antagonista, sin embargo la muerte neuronal 

requiere de un mecanismo intracelular mediado por Ca2+ a través de estos receptores. 

Esto ha sido ampliamente demostrado en trabajos tanto in vitro como in vivo (Nicholls y 

Budd, 2000; Corona y Tapia, 2005) y se ha reafirmado con la administración de un 

quelante de calcio intracelular como lo es el BAPTA-AM, el cual protege 

significativamente contra la muerte neuronal. Por lo anterior no hay duda de que la 

neurodegeneración no es consecuencia de las crisis epilépticas, esto concuerda con los 

resultados del artículo presentado en este trabajo, cuando al administrar  MK-801, pero 

30 minutos antes de la 4-AP, ya sea por vía sistémica  o mediante perfusión directa en el 

hipocampo, se previenen tanto las crisis epileptiformes como la muerte neuronal. Otra 

evidencia de lo anterior ha sido demostrado en experimentos ex-vivo en rebanadas de 

hipocampo obtenidas de ratas tratadas previamente con 4-AP (Peña et al., 2002).  

  

2) El incremento tan notable en la concentración extracelular de glutamato por 

bloqueo de su transporte, resultó ser inocuo, porque no se observan signos ni de 

epilepsia ni de neurodegeneración.  

En trabajos previos se ha demostrado que para producir neurotoxicidad, no es suficiente 

con provocar la acumulación extracelular de glutamato. Por ejemplo, Obrenovitch y 

colaboradores (1996), demostraron que el incremento en los niveles extracelulares, in 
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vivo, por inhibición de su recaptura no es suficiente para la inducción de epilepsia y lo 

mismo en el caso de la neurodegeneración, tanto en el hipocampo y el estriado (Massieu 

et al., 1995; Massieu y Tapia, 1997; como en la médula espinal (Corona y Tapia, 2004; 

Tovar-y-Romo et al., 2009). Lo anterior apoya la hipótesis de que para que exista 

neurotoxicidad por causa del glutamato endógeno, es necesario que éste sea de origen 

sináptico, como se ha demostrado en trabajos en los cuales la estimulación de la 

liberación del glutamato por la 4-AP es inhibida por la aplicación de TTX, toxina que 

bloquea canales de sodio sensibles a voltaje (Peña y Tapia, 2000). La apertura de los 

canales de sodio, es esencial para inducir la liberación de los neurotransmisores en las 

terminales nerviosas, por lo cual  toda aquella liberación bloqueada por antagonistas de 

estos canales es de origen neuronal y proviene principalmente de terminales nerviosas 

(Lada et al., 1998). El boqueo con TTX, protege eficazmente contra la epilepsia y la 

neurodegeneración producida por la 4 –AP, al igual que los antagonistas del receptor 

NMDA (Peña y Tapia, 2000), lo que confirma que el exceso de liberación de glutamato 

desde las terminales sinápticas es la causa de la excitotoxicidad de la 4-AP. A diferencia 

de otros estudios en los cuales la aplicación por microdiálisis de alto potasio (50 mM) o 

tetraetilamonio (TEA), los cuales producen un importante aumento en la concentración 

de glutamato extracelular, no producen efectos tóxicos. Esto se debe a que a diferencia 

de la 4-AP, el glutamato liberado por estos fármacos no proviene en su totalidad de las 

terminales nerviosas y por lo tanto es ineficaz en la generación de epilepsia y daño 

neuronal (Peña y Tapia, 1999). En este sentido, el incremento de casi 20 veces más por 

arriba de sus niveles basales de la concentración extracelular de glutamato por cerca de 

2 horas, mediante el bloqueo de su recaptura,  no causa ningún efecto neurotóxico 

evaluado tanto en el EEG, como en la observación histológica y el comportamiento 

motor. Y a pesar de que se ha visto en un trabajo previo que el PDC y otro inhibidor del 

transporte de glutamato no transportable, el DL-TBOA, causan daño neuronal in vivo, el 

efecto solo fue observado cuando es combinado con inhibidores del metabolismo 

energético como lo es el ácido 3-nitropropiónico (Massieu et al., 2001; Montiel et al., 

2005). Por otro lado, la infusión crónica de PDC, in vivo, produce alteraciones gliales que 

pueden reducir la expresión de los transportadores de glutamato, pero esto solo después 

de varios días de infusión (Lievens et al., 2000). Finalmente en cultivos se ha visto que la 

prolongada exposición al PDC, puede causar daño en neuronas y en astrocitos, aunque 

no está muy claro que el daño en los astrocitos sea por estimulación de receptores a 

glutamato (Velasco et al., 1996; Ré et al., 2003; Guiramand et al., 2005). Así pues, a 
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diferencia de la liberación transitoria de glutamato por la 4-AP, la acumulación de 

glutamato extracelular por bloqueo de su transporte, bajo nuestras condiciones 

experimentales no sobreactiva receptores postsinápticos ionotropicos, sino que, 

paradójicamente, el PDC protege significativamente contra la excitotoxicidad inducida 

por la 4-AP. A nuestro conocimiento, esta es la primera demostración en ratas 

despiertas, que el incremento extracelular de glutamato no solo es inocuo, sino que 

también ejerce protección neurotóxica.  

 

3) La protección del PDC es dependiente del tiempo de perfusión del bloqueador.  

Como se demuestra en los resultados, mientras más tiempo se mantuvo el bloqueador 

en perfusión, mayor fue la concentración extracelular de glutamato encontrada y 

observamos mayor neuroprotección. La explicación de que tal exceso de glutamato no 

resulte neurotóxico, es porque este neurotransmisor puede difundir a sitios adyacentes 

de la sinapsis y ejercer la protección. Entre estos  posibles sitios están los mGluR III, los 

cuales parecen ser buenos candidatos debido a que, como se mencionó en la 

introducción,  se encuentran en las terminales presinápticas muy cerca de los sitios de 

liberación de neurotransmisores (Shigemoto et al, 1996, 1997; Pinheiro and Mulle, 2008) 

y porque funcionan como autorrreceptores y su activación puede inhibir la propia 

liberación del glutamato endógeno.  

 

Hoy se sabe que no sólo los iGluRs pueden modular la transmisión glutamatérgica, los 

mGluRs también inducen una amplia variedad de cambios en la fisiología neuronal, 

debido a que se encuentran involucrados en procesos como la excitabilidad neuronal y 

regulan la actividad de varios canales iónicos dependientes e independientes de voltaje, 

lo que se traduce en incremento o reducción en la frecuencia de disparo (Pin y Duvoisin, 

1995), dando como resultado un incremento o una inhibición en la liberación de 

neurotransmisores. Por ejemplo, la activación directa de estos receptores con su 

agonista L-AP4 genera inhibición de la transmisión sináptica excitadora en la vía 

colateral de Schaffer (Gereau and Conn, 1995; Gereau et al., 1995) y en la vía 

perforante (Macek et al., 1996) y también induce inhibición en la transmisión 

glutamatérgica en rebanadas de hipocampo (Panatier et al., 2004). Así mismo, el L-AP4 

reduce la liberación de glutamato al estimular con alto potasio en sinaptosomas de 

corteza cerebral (Vázquez y Sánchez- Prieto, 1997), así como también por estimulación 
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eléctrica en rebanadas de hipocampo (Semyanov and Kullman, 2000) y del globo pálido 

(Matsui and Kita, 2003).  

 

4) El efecto protector de la acumulación de glutamato extracelular es debido a la 

activación de los mGluR III, porque los dos antagonistas utilizados previenen la 

protección ejercida por el PDC y el agonista protege contra la neurotoxicidad 

glutamatérgica. 

La perfusión de los antagonistas MAP4 y MSOP, en presencia de 4-AP, no solo 

revirtieron el efecto protector producido por el aumento en la concentración extracelular 

de glutamato generado por el PDC, sino que además potenciaron las crisis 

epileptiformes. De lo anterior podemos concluir que el bloqueo de los mGluR III tiene 

una participación importante en el mecanismo del control de la liberación de glutamato 

en condiciones de hiperexcitabilidad. Esta conclusión fue confirmada al utilizar el 

agonista específico, L-AP4, el cual al activar directamente a estos receptores fue capaz 

de disminuir la concentración de glutamato extracelular muy por debajo de sus niveles 

basales. Hasta donde sabemos, este es el primer hallazgo de disminución de la 

concentración extracelular de glutamato en un modelo experimental in vivo, con 

agonistas de los mGluRs y esto podría tener relevancia terapéutica en patologías como 

la epilepsia.  

 

Como se mencionó en los antecedentes, la aplicación de antagonistas para los 

diferentes receptores ionotrópicos tanto del tipo NMDA como del tipo no-NMDA 

previenen eficientemente contra las crisis epileptiformes inducidas por la 4-AP in vivo 

(Fragoso-Veloz y Tapia, 1992; Morales-Villagran et al., 1996) e in vitro (Perrault y Avolí, 

1991) y hoy por hoy han sido utilizados en la clínica, sin embargo, su uso frecuente no 

resulta ser del todo satisfactorio, ya que producen casi en su totalidad la inhibición de la 

transmisión sináptica excitadora rápida, y con ello una gran cantidad de efectos 

secundarios como sedación, ataxia, pérdida o ganancia de peso o dan lugar a algún tipo 

de anemia (Luján, 2005). En cambio los mGluRs que presentan la particularidad de 

activar vías de segundos mensajeros se perfilan como nuevos blancos moleculares que 

pueden ser utilizados en el futuro para el desarrollo de nuevas drogas antiepilépticas. En 

relación con este tema, los avences con modelos animales parecen alentadores, por 

ejemplo los agonistas de los receptores mGluR I son convulsivantes y sus antagonistas 

son efectivos anticonvulsivos (Tizzano, et al., 1995). Por su parte, los agonistas de los 
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receptores mGluR II y III tienen actividad  anticonvulsivante (Moldrich et al., 2001; 

Gasparini et al., 1999). Concretamente, los agonistas mGluR III han demostrado tener 

una actividad anticonvulsivante en estudios in vivo tanto en crisis focales como en crisis 

generalizadas (Gasparini et al., 1999; Moldrich et al., 2003). La inyección focal en la 

amígdala del agonista L-AP4, bloquea las crisis inducidas por kindling (Abdul-Ghani et 

al., 1997). El agonista (R,S)-PPG es un potente anticonvulsivante contra las crisis 

inducidas por electroshock e inducidas por sonido en ratones DBA/2 (Chapman et al., 

1999b). Este mismo compuesto administrado por inyección intracerebroventricular en 

ratones normales protege contra las crisis inducidas por pentilentetrazol (Sansig et al., 

2001; Watanabe et al., 2011) así como también protege contra las crisis inducidas por 

ácido homocisteico en ratas inmaduras (Folbergrova et al., 2003). El (S)-3-4-DCP, otro 

agonista mGluR III, al igual que el (R,S)-PPG, es un potente anticonvulsivante contra las 

crisis inducidas por sonido en ratones DBA/2 (Moldrich et al., 2001a). El último agonista 

sintetizado, ACPT-1, también presenta acción anticonvulsivante en modelos animales in 

vivo y sus efectos son revertidos por dosis moderadas de antagonistas (Chapman et al., 

2001). Particularmente los antagonistas de los mGluR III, MSOP, MPPG y MAP4, 

resultan ser convulsivantes al administrarlos por inyección intracerebroventricular en 

ratones (Ghauri et al., 1996; Chapman et al., 2001). El antagonista CPPG protege contra 

las crisis de ausencia inducidas por infusión focal de pentilentetrazol (Snead et al., 

2000). En pacientes con epilepsia crónica del lóbulo temporal  se ha descrito la 

disminución en la expresión de los mGluR II y III localizados en terminales presinápticas 

de la capa molecular del hipocampo (Tang y Lee, 2001), así como el incremento en la 

expresión de los mGluR I, lo cual podría facilitar el aumento en la excitabilidad 

glutamatérgica (Tang et al., 2001c). En este sentido animales knock out para el receptor 

mGluR7 muestran una predisposición para desarrollar crisis epilépticas y animales con 

mutaciones nulas para los receptores mGluR4 y 8 no presentan dicha predisposición 

(Sansig et al., 2001; Pekhletski et al., 1996). Todas estas evidencias indican que los 

mGluRs podrían ser los nuevos blancos moleculares para las enfermedades que 

involucran aumento o disminución de la neurotransmisión glutamatérgica en condiciones 

patológicas.  

 

Con respecto a la neurodegeneración, en este trabajo, se pudo demostrar que activando 

los mGluR III se protege contra la muerte por excitotoxicidad glutamatérgica y 

bloqueando estos receptores se produce el efecto inverso, lo cual confirma una vez más, 
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la fuerte relación existente entre el incremento en la concentración extracelular de 

glutamato con la inducción de epilepsia y la neurodegeneración. Pocos estudios se han 

centrado en investigar la correlación entre los ligandos de los mGluRs y la 

neuroprotección. Tizzano y su grupo (1995) han enfatizado la neurodegeneración vista 

después de la inyección intracerebral a dosis convulsivantes de agonistas del grupo I, al 

igual que Camón et al (1998) quienes muestran que dosis proconvulsivantes del 

agonista DHPG induce pérdida neuronal severa en la región CA1 y CA3 del hipocampo, 

toxicidad que es comparable a la inducida por kainato (Camón, et al., 2001). Sin 

embargo, ellos no utilizan antagonistas del grupo II o III para prevenir las crisis 

epilépticas y la pérdida neuronal. Otros estudios, por su parte, si han reportado 

neuroprotección tanto in vivo como in vitro, utilizando justamente antagonistas del grupo 

I y agonistas del grupo II y III (Movsesyan et al., 2001; Gasparini et al., 1999; D´Onofrio 

et al., 2001), pero nunca haciendo una clara relación entre glutamato, epilepsia y muerte 

neuronal, tal y como se reporta en el presente trabajo 

 

Como se mencionó en la sección de antecedentes, todos los mGluR III se encuentran 

acoplados negativamente a la vía de la adenilato ciclasa, inhibiendo la formación de 

AMPc  tanto en sistemas de expresión heteróloga (Okamoto et al., 1994; Duvoisin et al., 

1995; Wu et al., 1998a) como en preparaciones neuronales (Schoepp y Jonson, 1993; 

Schaffhauser et al., 1997). Esta respuesta es abolida por la administración de la toxina 

pertusis (PTx), lo que indica la participación de una proteína G de tipo Gi/Go. Sin 

embargo, a pesar de que en la actualidad se conoce mucha información acerca de los 

mecanismos de señalización de estos receptores, aún no se sabe el mecanismo exacto 

por el cual los mGluR III reducen la transmisión sináptica excitatoria.  

 

Hay evidencias que sugieren que se debe a la reducción de la actividad de los canales 

de Ca2+ dependientes de voltaje de tipo N y P/Q por medio de la inhibición de la vía 

adenilato ciclasa/AMPc (Millán et al., 2002; Rusacov et al., 2004), ya que se ha 

demostrado que los canales de Ca2+ tipo N y P/Q se expresan principalmente en el 

sistema nervioso y se sabe que desempeñan un papel fundamental en el proceso de 

exocitosis de neurotransmisores debido a que se localizan en la zona activa de 

terminales sinápticas (Wheeler et al., 1994; Leveque et al., 1994). También se ha 

demostrado que los canales de Ca2+  tipo N pueden ser bloqueados por agonistas 

selectivos de los mGluR III, inhibiendo la entrada de Ca2+ en varias regiones del cerebro, 
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(Anwyl, 1999; Caponga, 2004) y los canales de Ca2+ tipo P/Q también pueden ser 

bloqueados por activación de mGluR III  (Takahashi et al., 1996; Perroy et al., 2000; 

Millán et al., 2002). Otra posibilidad es por medio del dímero βγ de la proteína G, siendo 

estos algunos de los posibles mecanismos responsables de la inhibición de la liberación 

de glutamato (Sahara y Westbrook, 1993; Hay y Kunze, 1994; Tyler y Lovinger, 1995; 

Glaum y Millar, 1995; Takahashi et al., 1996; Herrero et al., 1996a; Vázquez y Sánchez-

Prieto, 1997; Stefani et al., 1996, 1998a, Perroy et al., 2000). También se ha visto que la 

co-expresión de mGluR,4,6 y 7 con las subunidades de Kir3.1 y Kir 3.4 de los canales de 

K+ tipo GIRK en ovocitos de Xenopus, activan al canal por unión de las subunidades βγ 

de la proteína G, después de la estimulación con el agonista de los mGluR III (Saugstad 

et al., 1996; Sharon et al., 1997). Y finalmente, los mGluR III, también pueden activar 

canales de K+ rectificantes dando como resultado corrientes entrantes de K+ en las 

terminales sinápticas que provocan el retraso en el umbral de los potenciales de acción 

(Cochilla  y Alford, 1998).   

 

CONCLUSIONES 
 
El acoplamiento negativo de mGluR III a la vía adenilato ciclasa/AMPc concuerda con el 

efecto inhibidor de la transmisión sináptica, dado que la activación de esta vía con 

forskolina, induce el incremento de la liberación espontánea de glutamato dependiente 

de la elevación de los niveles intracelulares de AMPc (Herrero y Sánchez-Prieto,1996b). 

Por lo que es posible pensar que los mGluR III puedan modular, a través de la inhibición 

de esta vía, la transmisión glutamatérgica y reducir el daño causado por la epilepsia. 

Cerca del 75-80% de los pacientes epilépticos pueden ser controlados con los fármacos 

convencionales, tales como la fenitoína, carbamazepina y el ácido valproíco, pero del 

20-25% de los pacientes la terapia no resulta ser efectiva, por lo tanto, la utilización de 

los mGluRs podría desempeñar un papel central en el control de la epilepsia y aunque 

todavía no existe ningún agonista o antagonista de los mGluRs en uso clínico para la 

disminución de ataques epilépticos; los resultados con modelos animales de epilepsia 

parecen ser muy prometedores y resaltan su gran potencial. Particularmente el agonista 

L-AP4 administrado intrahipocampalmente en ratas despiertas provoca la disminución de 

la liberación de glutamato de forma muy significativa, que lleva a la protección de la 

hiperexcitabilidad neuronal, este hallazgo indica que la relación espacial entre el 

glutamato y su recaptura es de suma importancia en la modulación de los mGluR 

presinápticos, lo cual puede contribuír a la plasticidad sináptica a través de la regulación 
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de la transmisión excitadora bajo condiciones fisiológicas y patológicas y aunque esto ya 

ha sido sugerido en una gran variedad de trabajos previos en su mayoría en 

experimentos in vitro (Semyanov y Kullman, 2000; Tzingounis y Wadiche, 2007; Pinheiro 

y Mulle, 2008; Alexander y Godwin, 2006), esta es la primera vez que se demuestra que 

ocurre in vivo y que tiene efectos tanto para inhibir las crisis como para proteger contra 

la muerte neuronal. Esto es de gran relevancia y sirve como pauta para futuras 

investigaciones, como por ejemplo  para pacientes que padecen epilepsia del lóbulo 

temporal.  

  

A continuación se describe de manera esquemática  la interpretación de los resultados 

encontrados en el  presente trabajo. 
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En el esquema A, se representa la liberación basal de glutamato endógeno en 

condiciones fisiológicas. El glutamato después de ser liberado, activa los receptores 

NMDA y posteriormente es removido de la hendidura sináptica por sus transportadores.  

  

En B se esquematiza la sobreactivación de los receptores NMDA en la neurona 

postsináptica, por el aumento transitorio del glutamato endógeno, liberado de la 

presinapsis al estimular con 4-AP. El resultado de esta activación es la generación de 

crisis epileptiformes y muerte neuronal. 

 

En C vemos la representación del incremento del glutamato extracelular, producido por 

la inhibición de su recaptura. El glutamato viaja a sitios adyacentes de la sinapsis y 

puede activar receptores presinápticos metabotrópicos del grupo III, los cuales se 

encuentran localizados en sitios muy cercanos a la liberación del neurotransmisor. El 

resultado de la activación de los mGluR III, es la inhibición de la liberación de glutamato; 

lo que ayuda a contrarrestar la excitotoxicidad glutamatérgica. 
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