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Abreviaciones 

AMPA 
Ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropiónico 

NLR Receptor tipo Nod 

BHE Barrera hematoencefálica NLRP3 Receptor tipo Nod con un dominio pirina 3  

Ca2+ Calcio NOS Oxido nitrico sintasa 

CICUAL 
Comité Interno para el Cuidado y Uso de 
los Animales de Laboratorio 

NOX NADPH oxidasa 

CLR Receptores de lectinas tipo C NOX-2 NADPH oxidasa 2 

CS1 
Supresor de la señalización de citocinas 
1 

NOX-2 KO NADPH oxidasa Knock Down 

DAMP Patrones asociados a daño PDZ Densidad postsináptica 

DHE Dihidroetidio PKC Proteína cinasa C 

Et Etidio  PVDF Membrana de difluoruro de poli vinilideno 

ERO Especies reactivas de oxígeno SDS Dodecilsulfato sódico 

JAK Cinasas Janus SNC Sistema nervioso central 

FJB Flurojade B TBS Amortiguador Tris-salino 

GAPDH Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa  TGFβ Factor de crecimiento transformante β 

Glu Glutamato sódico TLR Receptores tipo Toll 

GLUT Transportador de glucosa TNFα Factor de necrosis tumoral α 

GluR Receptor de Glutamato URF Unidades relativas de florescencia 

IFNγ Interferón γ WT Wild type (Silvestre) 

IL-1β Interleucina 1 beta XO Xantina oxidasa 

IL-4 Interleucina 4   

IL-6 Interleucina 6   

IL-10 Interleucina 10   

IL-12 Interleucina 12   

IL-1β Interleucina 1β   

LPS Lipopolisacárido   

NDS Score de deficit neurológico   

NMDA N-metil D-aspartato   

NFκB 
Factor nuclear potenciador de las 
cadenas ligeras kappa de las células B 

  

NGC Neuronas granulares de cerebelo   
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1. Resumen 

Antecedentes: Durante el daño excitotóxico, la muerte neuronal ocurre por a un aumento de calcio 

intracelular, la inducción de estrés oxidante y una respuesta inflamatoria posterior. Las NADPH 

oxidasas (NOX) son fuentes relevantes de especies reactivas de oxígeno (ERO) durante el daño 

excitotóxico. La NADPH oxidasa-2 (NOX-2) se ha relacionado particularmente con el daño neuronal 

y la muerte, así como con la resolución de la respuesta inflamatoria posterior, sin embargo, aún se 

desconoce el nivel exacto de su participación y el mecanismo fino por el cual regula dicha respuesta. 

Como las ERO son componentes cruciales de la respuesta inflamatoria, en este trabajo, evaluamos 

el papel de NOX-2 en la progresión de la inflamación resultante del daño excitotóxico inducido por 

el glutamato en el estriado de ratón en un modelo in vivo. 

Métodos: Se administró glutamato monosódico solo o en combinación con IL-4 ó IL-10 por inyección 

estereotáxica en el estriado de ratones C57BL/J6 de tipo silvestre y NOX-2 KO (gp91Cybbtm1Din/J). El daño 

se evaluó a las 24 h en cortes histológicos teñidos con violeta de cresilo y FluoroJade B (FJB). 

También se midió la actividad enzimática de la caspasa-3 y NOX. Además, el perfil de citocinas se 

identificó mediante ELISA y la actividad motora se verificó mediante las pruebas del cilindro, la 

remoción de la cinta adhesiva y la rejilla invertida. 

Resultados: Observamos un efecto neuroprotector en ratones NOX-2 KO asociado a la respuesta 

diferencial contra el daño excitotóxico, caracterizado por la producción de citocinas 

antiinflamatorias. Los animales NOX-2 KO presentaron menos muerte neuronal apoptótica y una 

lesión en el estriado de menor tamaño, asociado al aumento de la producción de interleucina-4 (IL-

4) e interleucina-10 (IL-10).  Para probar si la producción de estas interleucinas podrían contribuir a 

la reducción del daño observado en los animales NOX2 KO, evaluamos el tratamiento con IL-4 e IL-

10 en animales silvestres tratados con glutamato y encontramos que ambas condiciones disminuyen 

la actividad de las NOX y protegen del daño excitotóxico. 

Conclusiones: La liberación de citocinas proinflamatorias durante el evento excitotóxico promueve 

la muerte apoptótica de las neuronas que sobrevivieron al daño inicial. Durante la respuesta 

inflamatoria posterior al daño excitotóxico, las ERO generadas por la NOX-2 desempeñan un papel 

decisivo en la extensión de la lesión y, en consecuencia, en la gravedad del compromiso funcional, 

probablemente regulando la producción de citocinas antiinflamatorias. La ausencia de ERO 

generadas por la NOX2 durante el daño excitotóxico promueve la generación de IL-4 que podría 
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inducir a su vez la producción de IL-10. Ambas citocinas contribuyen a una reducción en la muerte 

neuronal excitotóxica.  

2. Introducción 

El sistema nervioso central (SNC) es particularmente sensible al daño, debido tanto a sus 

características anatómicas como funcionales. La poca capacidad de neurogénesis en el tejido adulto 

y la cronicidad de la respuesta inflamatoria son factores que también facilitan la pérdida de la 

función después de un evento nocivo en el tejido nervioso. Entre los tipos celulares que conforman 

al sistema nervioso, las neuronas son especialmente susceptibles al daño oxidativo debido a la alta 

tasa metabólica requerida para mantener la producción de potenciales de acción (Wang et al., 

2013). 

El daño excitotóxico promueve el aumento de las ERO, las cuales favorecen la muerte neuronal por 

medio de diversos mecanismos directos (necrosis) e indirectos (apoptosis, autofagia y piroptosis). 

Se han propuesto diversos tratamientos antioxidantes con el fin de limitar el daño excitotóxico, sin 

embargo, la participación de las ERO en diversos procesos fisiológicos y la falta de especificidad de 

dichos tratamientos han limitado la obtención de resultados positivos en modelos de isquemia y 

trauma encefálico (Bedard y Krause, 2007).  

Por lo anterior, es necesario caracterizar los mecanismos por los cuales las ERO producidas durante 

el evento excitotóxico, influyen sobre la muerte neuronal, con la finalidad de plantear estrategias 

terapéuticas que limiten el avance del daño y promuevan la respuesta del tejido hacia la 

recuperación tisular.  

3. Marco teórico 

3.1 Anatomía y fisiología del núcleo estriado  

El estriado (“cuerpo estriado” en la Nomenclatura Anatómica Ilustrada) forma parte de los 

núcleos subcorticales o ganglios basales, que son agregados de cuerpos neuronales. En 

principio, se creyó que estos núcleos tenían la única función de transmitir información desde 

unas zonas corticales a otras, sin embargo, diversos hallazgos han demostraron su 

participación en funciones cognitivas, emotivas y motoras (Rolls, 1994). 
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Los ganglios basales tienen cuatro componentes principales: el estriado, el globo pálido, la 

sustancia negra y el núcleo subtalámico. Algunos autores añaden otras estructuras 

subcorticales como la formación reticular parabraquial de la protuberancia, el tubérculo 

olfatorio, la sustancia innominada, el núcleo basal de Meynert, o el núcleo tegmental 

pedunculopontino. El estriado a su vez está compuesto por una porción dorsal conocida como 

neoestriado y una región ventral denominada núcleo accumbens (Lanciego et al., 2012).  

El estriado dorsal se compone de dos núcleos de composición celular idéntica: el núcleo 

caudado y el putamen. Ambos están separados por la cápsula interna, aunque en el tercio 

anterior quedan unidos por puentes de tejido estriatal. El núcleo caudado es una estructura 

alargada en forma de “c” que sigue el recorrido del ventrículo lateral. En el cerebro humano, 

su longitud es de aproximadamente 8 cm y su grosor es variable en los distintos niveles del 

eje anteroposterior (Figura 1).  

 

 

Figura 1. Anatomía del núcleo estriado. Corte coronal de un cerebro humano (panel izquierdo) que muestra la corteza, el 

caudado y el putamen por separado. Cuando se combinan el caudado y el putamen forman el cuerpo estriado. El panel derecho 
muestra para comparación un corte caudal de un cerebro de ratón teñido con violeta de cresilo que muestra la corteza y el 
cuerpo estriado, como una sola estructura (Evans et al., 2012) 

 

El putamen es un núcleo ovoide en su región anterior, y que una vez superada la comisura se 

alarga en el eje dorsoventral y se estrecha en el medio-lateral. Su zona ventral postcomisural 

es una región de difícil análisis anatómico, ya que se fusiona con otros núcleos adyacentes 

como el complejo amigdalino, formando la transición estriadoamigdalina. La comisura 

anterior ha sido empleada clásicamente para dividir tanto al núcleo caudado como al putamen 
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en dos regiones topográficamente diferenciadas, la zona precomisural y la postcomisural 

(Kreitzer, 2009).  

El cuerpo estriado recibe vías aferentes de la corteza cerebral, tálamo óptico y de la sustancia 

negra del mesencéfalo. Participa en el relevo de vías relacionadas con los movimientos de 

grupos musculares que se producen a través de vías descendentes directas y cruzadas hacia 

el tronco del encéfalo y a la médula espinal, mediante los haces corticonucleares y 

corticoespinales (Buot y Yelnik, 2012). 

Las conexiones del cuerpo estriado a través de sus fibras aferentes son: 1) fibras 

córticoestriadas, en la cual los segmentos de la corteza cerebral envían axones al núcleo 

caudado y al putamen. 2) fibras talamoestriadas, donde los núcleos intralaminares del tálamo 

óptico envían un gran número de axones al núcleo caudado y al putamen; 3) fibras 

nigroestriadas, por la cual las neuronas de la sustancia negra envían axones al núcleo caudado 

y al putamen (Buschman y Miller, 2014). 

Las conexiones del cuerpo estriado a través de sus fibras eferentes son: 1) fibras 

estriatopalidales, las cuales se dirigen desde el núcleo caudado y el putamen hacia el globo 

pálido, 2) fibras estriatonígricas que se dirigen desde el núcleo caudado y el putamen hacia la 

sustancia negra (Chuhma et al., 2011). La actividad del cuerpo estriado tiene inicio con la 

integración de la información recibida proveniente de la corteza sensitiva, el tálamo óptico y 

el tronco del encéfalo. La eferencia del cuerpo estriado es canalizada a través del globo pálido, 

que luego participa en las actividades de las áreas motoras de la corteza cerebral u otros 

centros motores del tronco del encéfalo. Por lo tanto, el cuerpo estriado puede controlar los 

movimientos musculares al influir sobre el control de la corteza cerebral (Figura 2).  
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Figura 2. Anatomía del neocórtex y los ganglios basales (GB). Las proyecciones corticales ingresan a los GB a través del 

cuerpo estriado y se cree que mantienen la separación a lo largo de los ganglios (que se muestra en diferentes tonos). La ruta 
"directa" libera la inhibición en el tálamo (etiquetada como D1+); La ruta 'indirecta' aumenta la inhibición (D2-). Sustancia 
negra, pars compacta (SNpc), área tegmental ventral (VTA), globus pallidus lateral (GPe), núcleo subtalámico (STN), globus 
pallidus interno (GPi), Sustancia negra, pars reticular (SNpr) y estriado. (Modificado de Buschman y Miller, 2014) 

 

El globo pálido desempeña un papel importante en el control de los movimientos axiales, tales 

como los movimientos de la cintura del cuerpo y de la posición de los segmentos proximales 

de las extremidades. De igual manera se sabe que participa en el movimiento voluntario de 

los músculos distales de los miembros del aparato locomotor y ésta importante función 

permite ubicar el tronco y la raíz de los miembros (grupos musculares proximales) en 

posiciones apropiadas, antes que la vía motora voluntaria active los movimientos de grupos 

musculares distales (da Silva et al., 1984). 

 

3.2  Tipos celulares del estriado 

Neuronas 

El estriado cuenta con dos tipos distintos de neuronas, según las dianas de sus axones sean el 

propio estriado u otros núcleos. Así, aquellas neuronas cuyo axón abandona el estriado e 
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inerva a otras estructuras del sistema nervioso son conocidas como neuronas de proyección, 

mientras que aquéllas cuyo axón no sale del estriado e inerva a otras neuronas estríatales son 

nombradas interneuronas, además presentan características químicas y morfológicas 

distintas. Ramón y Cajal (1904) observó la presencia de estos tipos neuronales distintos, 

clasificándolas en neuronas de axón corto y largo (Ramón y Cajal, 1904). Uno de los aspectos 

más llamativos acerca de estas dos poblaciones de neuronas estríatales es la variación de su 

proporción según se asciende en la escala filogenética. Así, mientras el porcentaje de las 

neuronas de proyección es de alrededor del 95% en roedores, en humanos esta cifra cae hasta 

el 75% (Graveland y DiFiglia, 1985).  

Astrocitos 

En cuanto a los astrocitos, los localizados en el estriado, exhiben usualmente una morfología 

en forma de estrella, con muchos procesos que se extienden desde el soma. Los astrocitos 

realizan una gran cantidad de funciones, tales como el soporte bioquímico de las neuronas y 

otros tipos de células, la formación de la barrera hematoencefálica (BHE), así como la 

reparación y cicatrización del cerebro después de lesiones. Al igual que la microglia, la astroglía 

es capaz de responder a lesiones o infecciones por medio de la producción diferencial de 

citocinas, las cuales contribuyen de manera importante a la regulación de la respuesta 

inmune. Cabe mencionar, que la astroglía es también capaz de polarizarse en fenotipos, 

proinflamatorios(A1) e antiinflamatorios (A2) (Zamanian et al., 2012) 

Oligodendrocitos 

Como en el resto del SNC, los oligodendrocitos son una variedad de células de la neuroglia 

dentro del estriado. En comparación con los astrocitos, los oligodendrocitos son más gráciles 

y forman menos ramificaciones celulares. El cuerpo celular de los oligodendrocitos existe 

predominantemente en la materia blanca, y menos frecuentemente en la materia gris 

(McCollum et al., 2013). 

Microglia  

Las células microgliales en el estriado se encuentran en un estado llamado ramificado, en el 

que se han descrito como inmunológicamente “inactivas”. Sin embargo, estas pueden 

activarse por disparadores de diversa naturaleza (algún tipo de lesión cerebral) tales como 
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niveles elevados de citocinas proinflamatorias, presencia de lipopolisacárido bacteriano (LPS) 

o moléculas producidas por el sistema inmune (TNF-α e IFN-γ). La activación de la microglia se 

puede constatar por cambios morfológicos (conformación ameboide) y funcionales 

(producción de citocinas) observados en patologías neurodegenerativas y lesiones mecánicas. 

Una vez activada, la microglia asume un comportamiento similar a los macrófagos, actuando 

como células presentadoras de antígenos, fagocíticas y citotóxicas, características que son un 

sello distintivo de las células del sistema inmunológico (Grabert et al., 2016). 

3.3  Glutamato, receptores y sinapsis glutamatérgica 

El ácido glutámico (glutamato en su forma ionizada) es uno de los 20 aminoácidos que forman 

parte de las proteínas. Pertenece al grupo de los aminoácidos ácidos, o con carga negativa a 

pH fisiológico, debido a que presenta un segundo grupo carboxilo en su cadena lateral y se 

considera un aminoácido no esencial para el ser humano ya que puede ser sintetizado en 

diversos tejidos (Bergles et al., 1999). 

A nivel sistémico, el glutamato es sustrato para la síntesis de proteínas y un precursor del 

metabolismo anabólico en el músculo; también participa en el equilibrio ácido-base en el riñón 

y en la producción de urea en el hígado. Así mismo interviene en el equilibrio y transporte de 

nitrógeno entre los diferentes órganos. Finalmente, el ácido glutámico es precursor para la 

síntesis de glutatión, metabolito con alto potencial antioxidante (Zhou y Danbolt, 2014).  

En el SNC, aparte de su papel como neurotransmisor, el glutamato participa en actividades 

consideradas como no sinápticas en el sistema nervioso. La principal de éstas es su 

participación en el metabolismo energético de las células. Su papel está determinado 

parcialmente por el tipo celular, por ejemplo, en las células gliales se convierte en glutamina, 

mientras que en las neuronas gabaérgicas sirve como sustrato para la formación de ácido 

gamma-aminobutírico (Bergles et al., 1999). 

La glucosa es el sustrato principal para la síntesis de glutamato en el SNC, ya que, tras su 

ingreso, rápidamente atraviesa el endotelio vascular y la interfase formada por la BHE. La 

captura de glucosa se realiza por la acción de los transportadores de la familia GLUT, los cuales 

se expresan tanto en las células endoteliales como en astrocitos, microglia y neuronas. 
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Además, se ha comprobado que los astrocitos transforman la glucosa en lactato, el cual se 

libera en el espacio extracelular, donde las neuronas lo captan para usarlo como sustrato 

energético (Zhou y Danbolt, 2014). 

En los astrocitos que se localizan en la sustancia gris y en los oligodendrocitos, el glutamato se 

convierte en glutamina por la enzima glutamina sintetasa. Con la intervención de 

transportadores localizados en los astrocitos o en las neuronas, la glutamina puede ser 

transferida de la glía a las neuronas. En condiciones normales la enzima glutaminasa se localiza 

en la membrana mitocondrial interna, pero, en caso de lesión neuronal, ésta puede 

trasladarse al medio extracelular y, de manera aberrante, convertir la glutamina en glutamato 

lo que a su vez eleva la concentración de glutamato provocando daño celular (Pitts y McClure, 

1967). 

Posterior a su recaptura, el glutamato es transaminado por medio de la enzima alanina 

aminotransferasa o desaminado por acción de la glutamato deshidrogenasa para obtener α-

cetoglutarato, que a su vez es oxidado sucesivamente a succinato, fumarato y malato. Este 

último puede ser descarboxilado a lactato, de manera que el glutamato recapturado puede 

ser utilizado como sustrato energético (Gallo y Grham, 2000). 

El ciclo de síntesis y degradación del glutamato requiere energía en varias de sus etapas, por 

ejemplo, su almacenamiento en vesículas, la fusión de la vesícula con la membrana 

presináptica, su recaptura y la acción de la glutamina. Se calcula que el ciclo del glutamato 

consume alrededor del 3% del total de la energía obtenida del metabolismo de la glucosa 

(Dager et al., 1977). 

En cuanto a su papel en la conducción del impulso nervioso, el glutamato cumple con los 

criterios básicos para ser considerado como un neurotransmisor clásico, ya que se localiza en 

vesículas presinápticas, las cuales se fusionan con la membrana presináptica cuando se 

presenta un potencial de acción, se une a receptores específicos y posteriormente es 

removido de la hendidura sináptica por mecanismos específicos. El ácido glutámico es el 

neurotransmisor excitador más abundante y su participación en la transmisión nerviosa está 

mediada por la estimulación de receptores específicos, denominados receptores de glutamato 
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(GluR), los cuales se acoplan a canales iónicos (ionotrópicos) o a proteínas G (metabotrópicos) 

(Gallo y Grham, 2000).  

Receptores ionotrópicos 

Los receptores ionotrópicos son canales iónicos que se abren al ser fijado el ligando, 

permitiendo el paso de Na+ o Ca2+ por su centro. Este flujo de iones produce la despolarización 

de la membrana plasmática con generación de una corriente eléctrica que se propaga hasta 

la siguiente célula. Los receptores ionotrópicos de glutamato son complejos formados por 4 o 

5 subunidades y se dividen en grupos según su comportamiento farmacológico en: 1) 

receptores para AMPA (ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiónico), 2) receptores 

para NMDA (N-metil-D-aspartato), 3)receptores para Kainato (ácido 2-carboxi-3-carboximetil-

4-isopropenilpirrolidina) y, 4) receptores para Quisqualato (ácido α-amino-3,5-dioxo-1,2,4-

oxadiazolidina-2-propanóico) (Willard y Koochekpoor 2013). 

Las subunidades de todos los receptores ionotrópicos de glutamato comparten la misma 

estructura básica. Al igual que otros canales que permiten el paso de iones, el receptor 

inotrópico para glutamato posee cuatro partes hidrofóbicas en la parte central de la secuencia 

denominadas TM-I, II, III y IV. Sin embargo, a diferencia de otras subunidades de otros 

receptores, la parte TM-II forma un asa que se extiende en la bicapa fosfolipídica de tal forma 

que produce un -NH2 terminal extracelular y un -COOH terminal intracelular. Además, en 

estos receptores para glutamato la parte entre TM-III y TM-IV es extracelular y constituye 

parte del dominio de reconocimiento del ligando. En algunas de estas partes hidrofóbicas, en 

particular en la TM-II, se sitúan los denominados puntos de edición de RNA, en los cuales se 

producen cambios de aminoácidos, lo cual conlleva a un cambio significativo en la 

conductancia iónica de la subunidad (Willard y Koochekpoor 2013). 

Los receptores ionotrópicos para glutamato constituyen un grupo muy diverso de receptores. 

Esta diversidad se debe a que provienen de la transcripción de diferentes genes y a la 

modificación mediante splicing alternativo, lo que produce variaciones, particularmente en 

las proximidades del -NH2 y del -COOH terminal. Esta última región es importante ya que en 

ella se producen las interacciones proteína-proteína (Traynelis et al., 2010).  
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Receptores para NMDA 

Los receptores de NMDA están compuestos por las subunidades NR1 y NR2. Estos receptores 

presentan dos áreas características de reconocimiento del ligando: el lugar de fijación del 

glutamato y el lugar de reconocimiento de la glicina. Además del glutamato, para que el 

receptor funcione correctamente, se requiere que la glicina se fije a su punto de unión situado 

en la subunidad NR1 (Figura 3A). Cuando la célula está en reposo, los receptores para NMDA 

se encuentran inactivos debido a un bloqueo dependiente de voltaje mediante iones 

magnesio. Cuando un impulso despolariza la célula postsináptica, el magnesio es removido y 

el canal queda libre para que el receptor sea activado.  Las variaciones en estos receptores se 

deben a pequeños cambios en las secuencias de aminoácidos, sobre todo en la región COOH- 

terminal, lo que modifica su capacidad de unión a las proteínas del dominio PDZ (Vyklicky et 

al., 2014). 

Receptores para AMPA 

Los receptores para AMPA regulan la transmisión sináptica rápida en el sistema nervioso 

central. Están compuestos por las subunidades GluR1-4 que son transcritas a partir de 

diferentes genes (Figura 3A). Los receptores para AMPA nativos son impermeables al Ca2+ 

debido a la subunidad GluR2. El cambio de un aminoácido de glutamina por una arginina en 

la región TM-II de la subunidad GluR2 hace que el receptor se vuelva permeable a dicho ion. 

Este hecho, junto con la posibilidad que tienen las subunidades GluR2 de unirse a otras 

proteínas intracelulares, hace que sean consideradas como los constituyentes más 

importantes de los receptores (Gouaux, 2004). 

Receptores para Kainato 

Los receptores para Kainato constituyen un grupo diferentes a los receptores para NMDA y 

AMPA, aunque comparten con estos una serie de propiedades estructurales. Están formados 

por tres subunidades GluR5-7, KA1 y KA2. Estas subunidades de pueden clasificar en 

subunidades de baja afinidad (GluR5, GluR6 y GluR7) y subunidades de alta afinidad (KA1 y 

KA2). En estos receptores, los dominios transmembranales TM-I y TM-II forman parte del poro 
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del canal iónico y, como en el caso de otras subunidades, son un punto de edición de RNA. Los 

receptores para Kainato son necesarios para la inducción de la potenciación a largo plazo (LTP) 

en el hipocampo y juegan un papel importante en la plasticidad sináptica de la corteza 

somatosensorial (Frerking y Nicoll, 2000).  

Receptores metabotrópicos para glutamato 

Además de la activación de los receptores ionotrópicos, el glutamato también actúa sobre 

receptores acoplados a proteína G modulando la producción de segundos mensajeros 

intracelulares, es decir que los receptores metabotrópicos median los efectos lentos del 

glutamato. Existen 8 subtipos de receptores metabotrópicos de glutamato, y estos a su vez se 

clasifican en tres grupos distintos, con base en su homología, farmacología y acoplamiento a 

mecanismos de señalización intracelular. El primer grupo está integrado por el subtipo 

mGluR1 y mGluR5, el cual activa a la fosfolipasa C, mientras que los miembros del segundo 

(mGluR2 y GluR3) y el tercer grupo (mGluR4, mGluR6, mGluR7 y mGluR8) están acoplados 

negativamente a la adenilatociclasa, mientras que el receptor mGluR6 esta acoplado a la 

activación de la GMPc fosfodiesterasa (Figura 3B). Los receptores metabotrópicos en las 

neuronas juegan un papel vital para la inducción y el mantenimiento de los potenciales de 

larga duración (LTP), la regulación de los receptores de NMDA/AMPA y la excitabilidad 

postsináptica. Estos receptores también se localizan en células gliales en donde regulan su 

activación y respuesta a estímulos nocivos (Nicoletti et al., 2011). 
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Figura 3. Tipos de receptores para glutamato. (A) Receptores ionotrópicos tipo AMPA y NMDA. (B) Esquema general de 

los receptores metabotrópicos. La activación de los receptores ionotrópicos permite la entrada de iones, mientras que la 
activación de los metabotrópicos está acoplada a la fosforilación de proteínas G. Glicina (Gly), fenciclidina (PCP) y glutamato 
(Glu), (modificado de Yates, 2013). 

 

3.4  Excitotoxicidad  

La excitotoxicidad es un fenómeno observado en numerosas enfermedades del sistema 

nervioso central (SNC), tales como el traumatismo cerebral, la isquemia y los desórdenes 

neurodegenerativos (Araujo et al., 2010; Wang et al, 2010; Farooqui et al., 2008). Como ya se 

comentó previamente, el glutamato es el neurotransmisor excitador por excelencia y su 

regulación es crítica, no solo por las propiedades de señalización, sino debido a que su 

desregulación se asocia a la muerte celular (Wang y Qin, 2011).  

La teoría excitotóxica, postula que los niveles excesivos de glutamato, o bien la hiperactivación 

de sus receptores, se relacionan con la muerte neuronal (Olney, 1985, Figura 4). Inicialmente 

se describió que la muerte celular inducida por la excitotoxicidad presentaba únicamente 

características de muerte necrótica (Fujikawa et al., 2000), sin embargo, posteriormente se 

observó la presencia de cuerpos apoptóticos y la activación de la caspasa-3, por lo que 

también se reconoció un componente apoptótico (Dong et al., 2009; Liou et al., 2003). En la 

actualidad se sugiere que tanto la piroptosis como la autofagia también podrían ser 

mecanismos de muerte celular no apoptótica inducidas por la excitotoxicidad (Wang et al., 

2011; Zhang et al., 2009). Teniendo en cuenta tales evidencias, se puede considerar entonces, 

que la muerte excitotóxica no es un evento uniforme, sino un proceso dinámico y progresivo.  

Aunque el mecanismo de muerte neuronal por excitotoxicidad no está del todo esclarecido, 

se sabe que está mediado por el aumento de Ca2+ intracelular, la formación de especies 

reactivas (oxígeno y nitrógeno) y la subsecuente respuesta inflamatoria. Después de la sobre 

activación de los receptores glutamatérgicos, se da una entrada excesiva de cationes a la 

célula; cuando los mecanismos amortiguadores son superados se produce un incremento del 

Ca2+ mitocondrial, lo que a su vez promueve la disfunción metabólica y la despolarización de 

la membrana mitocondrial, esto debido al abatimiento del potencial quimiosmótico y la 
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activación del poro de transición mitocondrial (Nicholls y Ward, 2000; Murchison y Griftith, 

2000).  

 

El aumento sostenido de las concentraciones de Ca2+ promueve la generación de radicales 

libres de oxígeno por parte de la cadena transportadora de electrones en la mitocondria, y la 

activación de vías de señalización que culminan en la regulación positiva de sistemas 

enzimáticos generadores de especies reactivas de oxígeno (ERO), tales como la xantina 

oxidasa (XO) y las NADPH oxidasas (NOX). El aumento en las ERO, aunado al agotamiento de 

las barreras antioxidantes, promueven daño oxidante a membranas y ácidos nucleicos, lo cual 

contribuye de manera significativa en la muerte neuronal (Wang et al., 2013; Zhang et al., 

2017).  

 

Cabe destacar que no solo las ERO participan en el daño oxidante, ya que durante el daño 

excitotóxico hay un aumento en la producción de ON, resultado de la actividad de la óxido 

nítrico sintasa inducible (iNOS), (Figura 4). El ON puede potenciar el efecto excitotóxico del 

glutamato al aumentar su liberación desde las terminales presinápticas (Almeida et al., 1998) 

o reaccionar con el anión superóxido y formar peroxinitrito, especie reactiva que induce la 

nitración de la membrana, la activación de enzimas involucradas en el catabolismo de 

biomoléculas y la inhibición de la síntesis de proteínas (Brown, 2010). 
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Figura 4. Mecanismo de muerte neuronal por excitotoxicidad. La estimulación de los receptores glutamatérgicos (AMPA, 

NMDAR, mGluR) promueve la activación de vías de señalización tales como la vía de la fosfolipasa C (PLC) y proteína cinasa C 
(PKC), las cuales activan a las NOX. La activación de NOX, junto con la producción de ERO mitocondrial y óxido nítrico (NO) 
promueven la muerte neuronal.  

 

3.5 Relevancia del daño excitotóxico en patologías del sistema nervioso 

Diversas patologías del SNC cursan con daño excitotóxico como parte de su historia natural; 

la muerte neuronal secundaria al daño excitotóxico se observa en eventos agudos tales como 

la isquemia cerebral, el traumatismo encefálico y las crisis epilépticas, entre otros (Páramo et 

al., 2013; Hirano et al., 2015; Ma et al., 2017). En procesos crónicos, se observan datos de 

daño excitotóxico de menor intensidad, pero de manera continua en patologías como la 

enfermedad de Alzheimer, Parkinson y esclerosis múltiple (Amani et al., 2019; Amaal et al., 

2014; Valko et al., 2019).   

Aunque los mecanismos de lesión excitotóxica son comunes en todos los procesos 

mencionados, las condiciones en las que se desarrolla el daño y su peso específico en la 

muerte neuronal son variables.  Por ejemplo, durante la isquemia cerebral, el aumento 

extracelular de glutamato es resultado de la disminución de su recaptura, debido a que este 
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proceso depende de energía (Páramo et al., 2013). En el traumatismo encefálico, la fuerza 

mecánica del impacto disrumpe la continuidad de la BHE, lo que provoca que las grandes 

concentraciones de glutamato en la sangre sobrepasen los mecanismos de recaptura y 

estimulen los receptores neuronales (Hirano et al., 2015). En el caso de las crisis epilépticas, 

la despolarización desregulada de un grupo neuronal y la pérdida de la inhibición de las 

sinapsis excitadoras, promueven el rápido aumento del glutamato extracelular, lo que provoca 

la sobre estimulación de los receptores de glutamato (Ma et al., 2017). En los procesos agudos, 

el daño excitotóxico contribuye a la temprana muerte por necrosis, así como con la posterior 

pérdida neuronal en la zona de penumbra secundaria a la muerte apoptótica (Tehse y 

Taghibiglou, 2018).  

En patologías neurodegenerativas, tales como la enfermedad de Alzheimer, el daño 

excitotóxico promueve un estado inflamatorio crónico al participar en la activación 

desregulada de la glía, lo cual se ha asociado con la muerte neuronal progresiva (Amani et al., 

2019). Por otro lado, durante la muerte de neuronas dopaminérgicas en la enfermedad de 

Parkinson, la liberación de glutamato al espacio extracelular promueve una mayor muerte 

neuronal secundaria al estrés oxidante característico del proceso excitotóxico (Amaal et al., 

2014). En la esclerosis múltiple evidencia reciente señala que el daño responsable de la 

perdida axonal y la muerte neuronal podría estar asociado con la disminución del transporte 

de glutamato (Valko et al., 2019). En las patologías neurodegenerativas crónicas, el proceso 

excitotóxico contribuye al daño tisular, principalmente al favorecer un estado proinflamatorio 

que puede culminar en la muerte neuronal por piroptosis, un tipo de muerte promovido 

principalmente por el aumento de IL-1β (Dzialo et al., 2013). 

 

3.6  Participación de las NOX en la fisiología del SNC 

A pesar de que clásicamente la mitocondria se considera como la principal fuente de ERO en 

la mayoría de las células (Atlante et al., 2001), actualmente se sabe de la existencia de sistemas 

enzimáticos productores de especies reactivas que tienen relevancia en procesos fisiológicos 

y patológicos en el SNC (Hua et al., 2008). Por ejemplo, a nivel fisiológico las ERO provenientes 

de enzimas como la acil CoA oxidasa, la urato oxidasa, la xantina oxidasa, la citocromo p450 y 



 
22 

 

las NOX, se asocian a la regulación de procesos tales como la producción y secreción de 

citocinas, la interacción de proteínas G a sus receptores, factores de transcripción, la 

regulación de los transportadores y la dinámica de diversos canales iónicos (Cheeseman et al., 

1993; Gross et al., 2006; Scheader et al., 2006).  

En cuanto a procesos patológicos, se ha demostrado la participación de las ciclooxigenasas y 

las monoaminoxidasas en la generación de ERO durante el daño excitotóxico producido por la 

administración de NMDA (Boldyrev et al., 1999) y de la xantina oxidasa en neuronas tratadas 

con kainato (Dykens et al., 1987). Cabe destacar que, entre estos sistemas enzimáticos, las 

NOX se han descrito como fuente primordial de ERO en diversos modelos de muerte neuronal 

tanto in vitro como in vivo (Guemez et al., 2011; Wang et al., 2013). 

Las NOX pertenecen a una familia de enzimas formada por 7 homólogos (NOX-1,2,3,4 y 5, 

DUOX-1 y 2), cuya única función descrita hasta el momento es la producción de ERO (Figura 

5). Esta característica las diferencia de otros sistemas generadores, en los cuales las especies 

reactivas constituyen un producto secundario a su función metabólica principal. Las NOX se 

describen como un grupo de flavocitocromos membranales, que se encuentran presentes en 

la mayoría de las células de algas, hongos, plantas y animales, aunque también se han descrito 

en protistas (Inupakutika et al., 2016).  

En cuanto a su localización celular, las NOX presentan una distribución diferencial; por 

ejemplo, en el SNC de mamíferos, las neuronas tienen mayor expresión de NOX-1 y NOX-4, 

mientras que la glía muestra mayor cantidad de NOX-2, 3 y 4. De igual manera, su localización 

dentro de las neuronas es diferencial, por ejemplo, NOX-2 se encuentra preferentemente 

localizada en la membrana citoplasmática, NOX-4 en la membrana mitocondrial interna y 

NOX-3 en la membrana del retículo endoplásmico (Canton and Grinstein, 2014; Laurindo et 

al., 2014). 
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Figura 5. NADPH oxidasas como fuente de ERO. Una vez ensamblados/activos, estos complejos se encargan de canalizar 

electrones del citosol a partir de NADPH a través de la coenzima FAD (flavín-adenín-dinucleótido) y cofactores como el grupo 
hemo a través de la membrana para generar O2ꜙ, mismo que pude dismutarse a H2O2 espontáneamente o por la acción de la 
SOD (superóxido dismutasa); y translocar por difusión o a través de acuaporinas al espacio intracelular (Paulsen y Carroll, 
2013). En b) se observa a detalle las diferencias estructurales entre los 7 homólogos de esta familia de flavoproteínas (Nauseef, 
2013). 

En cuanto a su estructura, los 7 homólogos presentan seis α-hélices transmembranales que 

albergan dos grupos hemo, así como con un extremo C-terminal citoplásmico que contiene 

los sitios de unión a NADPH y FAD (Segal, 2016). A su vez, los miembros de la familia NOX 

tienen características estructurales particulares, que permite agruparlas en dos clases: los que 

requieren de la subunidad p22phox, como sitio de unión de los componentes citoplasmáticos 

(NOX1-4) y aquellos homólogos que poseen motivos EF de unión a Ca2+ que regulan su 

activación, como son la NOX5 y las DUOX1-2 (Figura 5). En cuanto a las DOUX, se ha descrito 

que poseen un motivo similar a la peroxidasa, lo que sugiere que el H2O2 es su producto final 

(Segal, 2016; Paulsen y Carroll, 2013). 

Las NOX se encargan de catalizar la transferencia de dos electrones a través de una membrana 

(plasmática, reticular, mitocondrial), usando al NADPH como donador y al O2 como aceptor 

final. En el caso de las NOX-1, 2, 3 y 5, que poseen subunidades citoplasmáticas y 
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transmembranales, es necesario que el complejo se encuentre ensamblado para que el 

transporte de electrones comience. El paso de los electrones inicia en el dominio de unión a 

NADPH, posteriormente sigue a la flavoproteína FAD, para después dirigirse a los dos grupos 

hemo y finaliza en las moléculas de O2; el producto principal de la reacción es O2ꜙ, aunque 

existe evidencia de la producción directa de H2O2 en algunos homólogos, como se comentó 

previamente (Nayernia et al., 2014).  

Las activación de la NOX genera ERO como parte de diversas vías de señalización de factores 

de crecimiento, citocinas, receptores glutamatérgicos y en respuesta al aumento de calcio 

intracelular (Lambeth, 2004; Brennan et al., 2009). Cabe destacar que algunos homólogos solo 

se activan en respuesta a estímulos específicos (NOX1-3, DOUX2), mientras otros se 

encuentran constitutivamente activos (NOX4, DUOX1) (Nauseef, 2013; Sorce et al., 2012).  

Al igual que en otros tejidos, las NOX en el SNC cumplen funciones importantes en condiciones 

fisiológicas y patológicas. En neuronas, su actividad ha sido ligada a fenómenos como la 

plasticidad neuronal, neurogénesis, diferenciación, desarrollo neuronal, polarización y 

crecimiento axonal (Wilson et al., 2017; Lelli et al., 2013). 

Con relación a la participación de las ERO en modelos de muerte neuronal y enfermedades 

neurodegenerativas, se ha reportado que tanto en modelos in vitro como in vivo las ERO 

provenientes de las NOX son determinantes en el establecimiento y progresión de patologías 

como la enfermedad de Alzheimer, Parkinson, esclerosis múltiple, el evento vascular cerebral, 

glioblastomas, la esquizofrenia y el trastorno de ansiedad (Sorce et al., 2012; Nayernia et al., 

2014). Es por ello, que se ha evaluado en muchas de estas condiciones la inhibición de la 

actividad de las NOX como posible herramienta terapéutica (Sorce et al., 2012), mostrando 

algunos resultados positivos; sin embargo, la falta de especificidad y la participación de las 

NOX en eventos fisiológicos, han dificultado su implementación clínica. 

3.7 Participación de las NOX en el daño excitotóxico 

El estrés oxidante es uno de los mecanismos más relevante de la muerte neuronal secundaria 

al daño excitotóxico. A pesar de que la falla energética mitocondrial y el desacoplamiento de 

la cadena transportadora de electrones genera un aumento en la formación de O2ꜙ, se sabe 
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que la administración de antioxidantes específicos mitocondriales no es suficiente para 

prevenir la muerte neuronal (Brennan et al., 2009).  La ineficacia para prevenir la muerte 

neuronal al bloquear la producción de ERO mitocondrial sugirió la participación de otras 

fuentes, tales como las NOX, enzimas caracterizadas como productoras “profesionales” de 

ERO (Bedard y Krause, 2007).  

El peso específico de la activación de NOX en el daño excitotóxico depende del tipo celular en 

el que se lleve a cabo. La activación de los receptores glutamatérgicos de tipo NMDA en la glía, 

se asocia a un aumento en la actividad de las NOX, lo cual incide sobre la supervivencia de las 

neuronas. En modelos de daño excitotóxico, la activación de los receptores tipo NMDA en la 

microglia, promueve un aumento de la expresión de  la NOX-2 y NOX-4, lo cual a su vez regula 

su activación y el desarrollo de un fenotipo proinflamatorio (M1), caracterizado por la 

secreción de TNF-α, IL-1β e IL-6 (Savchenko, 2013). En los astrocitos, el aumento de la 

actividad de NOX-2 se asocia a una astrogliosis sostenida con aumento en la actividad de 

metaloproteasas y remodelación de la matriz extracelular (Reinehr et al., 2007). En cuanto a 

su efecto en oligodendrocitos, la activación de la NOX-4 se asocia al daño oxidante de lípidos, 

lo que favorece a la muerte por apoptosis (Choi et al., 2015).  

La activación proinflamatoria de la microglia, la astrogliosis sostenida y la desmielinización, 

son eventos que contribuyen a la muerte neuronal y se asocian a la activación de las NOX 

durante el daño excitotóxico. Sin embargo, se sabe que las ERO producidas por los homólogos 

neuronales participan directamente en la muerte, ya sea por medio del daño directo a 

biomoléculas o a través de la regulación de vías de señalización que influyen sobre la 

supervivencia (Lai et al., 2014). 

En diversos modelos de daño excitotóxico, se asocia a la activación de las NOX con la activación 

de los receptores tipo NMDA (Maldonado et al., 2010; Guemez et al., 2011;); la entrada de 

cationes producida por la activación de estos receptores produce un aumento en la formación 

de O2ꜙ el cual se previene con la administración de apocinina, un inhibidor farmacológico de 

las NOX (Suh et al., 2008; Maldonado et al., 2010; Pamenter et al., 2012;). Otro indicio de la 

participación de las NOX se constató al bloquear farmacológicamente la vía de las pentosas y 
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con esto la regeneración de NADPH (sustrato común de las NOX), lo que a su vez provoca una 

disminución en la formación de O2ꜙ. (Suh et al., 2007). 

La asociación entre las NOX y la activación de receptores glutamatérgicos, particularmente de 

la NOX-2, está ampliamente caracterizada; en diversos modelos tanto in vitro como in vivo, el 

aumento de Ca2+ intracelular y la activación de la proteína cinasa C (PKC), se asocia a la 

traslocación membranal de las subunidades citoplasmáticas y a la fosforilación de la 

subunidad p47phox, eventos que preceden a la activación de la NOX-2 tras la activación de 

receptores tanto ionotrópicos como metabotrópicos (Dang et al., 2001; Wang et al., 2013; 

Zhang et al., 2017).  

La NOX-2 tiene un papel fundamental en el daño excitotóxico, ya que existe evidencia de que 

su inhibición mediante fármacos específicos o por modificaciones genéticas, previene la 

formación de O2 ̇- y la muerte neuronal ligada al aumento del estrés oxidante (Reyes et al., 

2012; Brennan-Minnella et al., 2013). Además, se ha reportado que la deficiencia genética de 

NOX-2 en modelos in vivo, de isquemia y traumatismo encefálico, se asocia al desarrollo de 

lesiones de menor tamaño y menor pérdida de neuronas corticales (Bell et al., 2005; Kumar 

et al., 2016).  

La producción de O2ꜙ por la NOX-2 neuronal participa en diferentes niveles de la progresión 

del daño excitotóxico; en cultivos primarios de neuronas corticales tratados con NMDA, se ha 

descrito que las ERO provenientes de la NOX-2 localizada en la membrana citoplásmica, 

contribuye con la trasmisión intercelular de ERO, lo cual promueve el estrés oxidante y la 

muerte de neuronas vecinas (Reyes et al., 2012). Así mismo, en modelos murinos sometidos 

a isquemia transitoria, se constató que la activación de la NOX-2 contribuye a la muerte de 

neuronas en la zona de penumbra (Shen et al., 2019).  

La activación de la NOX-2 no solo influye en la respuesta al daño inicial, sino también en la 

perpetuación de este, ya que existe evidencia que señala que las ERO provenientes de la NOX-

2 de astrocitos y microglia contribuyen a la pérdida neuronal observada durante la respuesta 

inflamatoria secundaria al daño excitotóxico, fenómeno que puede observarse días o incluso 

meses después del evento agudo y que es de gran relevancia en la recuperación funcional del 

tejido lesionado (Brait et al., 2010; Chen et al., 2011; Hong et al., 2016). 
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3.8  Respuesta inflamatoria secundaria al proceso excitotóxico 

A pesar de ser considerado como un tejido inmunológicamente privilegiado, el SNC dañado 

desarrolla un proceso inflamatorio como parte de la respuesta inmune innata. Dicha respuesta 

tiene como fin limitar el daño y recuperar la homeostasis (Dantzer et al., 2003). La microglia 

es la orquestadora de la respuesta inflamatoria en el SNC, sin embargo, no se puede hacer a 

un lado la participación de la astroglía, la oligodendroglía y de las mismas neuronas (Hong et 

al., 2016). 

El inicio de la respuesta inflamatoria depende de la activación microglial, fenómeno asociado 

a un cambio morfológico y funcional. Los cambios morfológicos se describen como un 

aumento y acortamiento de sus procesos, así como un aumento en el tamaño del soma (Kaur 

y Ling, 1991; Ransohoff y Perry, 2009). En cuanto a los parámetros funcionales, la microglia 

cambia el patrón de expresión de sus marcadores de superficie a un patrón MHC tipo II (CD40, 

B7 e ICAM-1), lo cual aumenta su capacidad fagocítica y de presentación de antígenos; a la par 

del cambio de expresión de marcadores, la microglia activa aumenta la producción y liberación 

de citocinas, moléculas pleiotropicas que fungen como mensajeros y coordinan la respuesta 

conjunta del tejido (Benvenisten et al., 2001).  

La activación de la microglia no es un fenómeno homogéneo y estático; al contrario, esta 

activación puede presentarse como un espectro de diversos fenotipos, que a su vez son 

modificables por las características del microambiente (Figura 6). El fenotipo predominante 

es definido por las características del estímulo nocivo (intensidad y duración), así como por la 

suma de las señales pro y antiinflamatorias que presente el tejido (Mills et al., 2000). 

De manera clásica, anteriormente se definían dos tipos de respuesta microglial: El fenotipo 

M1, caracterizado por un aumento en la capacidad fagocítica y la secreción de citocinas 

proinflamatorias, tales como la IL-1β, IL-6, IL-12 y TNF-α; y el fenotipo M2 responsable de la 

remodelación del tejido y la liberación de citocinas antiinflamatorias, entre ellas IL-4, IL-10, IL-

18 y TGF-β. Actualmente se sabe que la activación microglial puede presentar características 

del fenotipo M1 como del M2 al mismo tiempo, lo que le confiere un perfil funcional bastante 

heterogéneo (Franco et al., 2015; Morganti et al., 2016) (Figura 6).  
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Figura 6. Activación y polarización microglial. Estos centinelas detectan y responden a una amplia gama de estímulos, el 

estado de activación se define tradicionalmente en un espectro de respuestas proinflamatorias (M1) o alternativas (M2). La 
activación de M1 se caracteriza por la regulación positiva de los mediadores proinflamatorios (por ejemplo, TNFα e iNOS) y 
en la fisiología normal es seguido por la respuesta de M2 (por ejemplo, Arg-1 e IL-4) que es importante para la cicatrización 
de heridas, la resolución del proceso inflamatorio y la recuperación de la homeostasis (Taetzsch et al., 2015).  

 

En el caso particular del daño excitotóxico, el proceso inflamatorio inicia con la liberación de 

moléculas nucleares y citoplasmáticas al medio extracelular resultado de la muerte neuronal, 

a las cuales junto con los fragmentos de la matriz extracelular y detritos celulares se les 

denomina colectivamente como DAMP´s (patrones moleculares asociados a daño). Los 

DAMP´s son reconocidos por una gran variedad de receptores localizados en todos los tipos 

celulares del SNC, tales como los receptores tipo Toll (TLR´s), tipo NOD (NLR´s) y de lectina 

tipo C (CLR´s) (Jeannin et al., 2008). Estos receptores señalizan para la activación de varias vías, 

entre ellas la del NF-κB, las proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPK) y la del 

interferón tipo I (Zitvogel et al., 2010). La activación de estas vías regula a su vez, la expresión 

de citocinas, moléculas coestimuladoras, la actividad fagocítica de la microglia y la 

remodelación de la matriz extracelular por la astroglía (Lyman et al., 2014).  

Al inicio del proceso excitotóxico prevalece la muerte neuronal de carácter necrótico, debido 

a la intensidad del estímulo glutamatérgico; en cuestión de minutos las señales de daño 
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promueven la activación microglial de tipo M1, caracterizada inicialmente por la liberación de 

TNF-α y de especies reactivas (Mills et al., 2000; Kim et al., 2015). La señalización autocrina y 

paracrina del TNF-α estimula la producción y secreción de IL-1β, IL-6 e IL-12 en la microglia y 

astrocitos, lo cual a su vez promueve una mayor producción de dichas interleucinas como 

parte de un mecanismo de retroalimentación positiva (Kim et al., 2014; Qin et al., 2015). El 

aumento de la producción y liberación de interleucinas proinflamatorias se acompaña de la 

regulación positiva de los sistemas enzimáticos productores de especies reactivas (NOS y 

NOX), lo que promueve la capacidad fagocítica de la microglia (Palwinder y Guy, 2005; 

Boddaert et al., 2018).  

La producción de mediadores proinflamatorios durante el daño excitotóxico no es exclusiva 

de la microglia; existe evidencia de que las citocinas, producidas en principio por la microglia, 

estimulan receptores en los astrocitos y neuronas, lo que a su vez promueve la producción de 

interleucinas por media de la activación de NFκB. Por ejemplo, la estimulación de astrocitos 

mediante la administración de IL-1β se asocia a la producción de metaloproteasas, 

interleucinas proinflamatorias y al aumento en la permeabilidad de la BHE debido al cambio 

en la expresión de moléculas de adhesión (Lawrence et al., 1998; Yang et al., 2015). En cuanto 

a los oligodendrocitos, se sabe que el tratamiento con IL-4 promueve la producción de factores 

antiinflamatorios y disminuye la producción de eicosanoides en modelos    de daño 

excitotóxico (Paintlia et al., 2006).  

La liberación de citocinas proinflamatorias no solo estimula al resto de la glía para incrementar 

la respuesta, sino que también tiene un importante efecto sobre las neuronas supervivientes 

al daño inicial por el evento excitotóxico (Hickman et al., 2018). En modelos in vitro se ha 

observado un aumento en la muerte de neuronas hipocampales sometidas a daño 

excitotóxico y tratadas posteriormente con IL-1β (Bernardino et al., 2008); en modelos in vivo, 

la administración de IL-6 se asocia a la muerte de neuronas de la retina que cursan con daño 

excitotóxico (Fischer et al., 2015).  

El aumento de la muerte neuronal en cultivos primarios de neuronas hipocampales y el 

desarrollo de lesiones más grandes en ratones que cursan con daño excitotóxico, correlaciona 

espacial y temporalmente con el aumento en la liberación de interleucinas proinflamatorias, 
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lo cual sugiere que su liberación sostenida puede promover la muerte de neuronas 

supervivientes al daño inicial (Lawrence et al., 1998; Gouveia et al., 2014).  Diversos grupos 

postulan que la muerte observada durante la respuesta inflamatoria presenta 

predominantemente características de muerte por apoptosis y piroptosis (Gordon et al., 2012; 

Frakes et al., 2014; Heckmann et al., 2019). Existe evidencia que sugiere que el aumento en la 

liberación de IL-6 e IL-12 se asocia con el aumento del estrés oxidante neuronal y la activación 

de la caspasa 3, eventos estrechamente ligados a la muerte apoptótica (Harms et al., 2012). 

Por otro lado, se ha determinado que en algunos modelos in vitro, la producción de IL-1β se 

asocia con la muerte por piroptosis mediante la activación del inflamasoma NLRP3 (Yang et 

al., 2014).   

La evolución del proceso inflamatorio depende de la intensidad y persistencia del estímulo 

excitotóxico; si el estímulo se limita exitosamente, la liberación de interleucinas 

antiinflamatorias aumenta, lo que cambia la dinámica de la respuesta tisular al daño (Pepe et 

al., 2017). Por ejemplo, el aumento de TGF-β se asocia a la disminución en la translocación de 

NFκB al núcleo (Liao et al., 2012), lo que regula negativamente la producción de IL-6 e IL-12, 

mientras promueve el aumento de IL-4 e IL-10 en microglia y astrocitos (Kim et al., 2017; Fang 

et al., 2018). La unión de IL-4 a sus receptores en la microglia, promueve la transición a un 

fenotipo antiinflamatorio, caracterizado por la producción de IL-10 y la disminución en la 

formación de especies reactivas (Loke et al., 2002). A su vez, la IL-10 liberada por la microglia 

actúa sobre los astrocitos para disminuir la remodelación de la matriz extracelular y la 

permeabilidad de la BHE, lo que limita la migración de células del sistema inmune al SNC 

(Zhang et al., 2018; Mayo et al., 2018).  

La adquisición de un fenotipo antiinflamatorio, promovido por del aumento de la IL-10, 

conduce a la resolución del proceso inflamatorio y a la recuperación funcional del tejido 

(Mikita et al., 2011). Tanto en cultivos primarios como en modelos in vivo, la IL-10 promueve 

la supervivencia neuronal, mediante la inhibición de la activación de la caspasa 3 y la 

disminución del estrés oxidante. Aunque aún no se ha caracterizado del todo su efecto, se 

sugiere que las vías de señalización activadas por la IL-10 también participan en la regulación 

del metabolismo energético y la estabilización del potencial mitocondrial, lo que contribuye a 
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la disminución de la muerte, la limitación del daño y la recuperación funcional (Nitahara-

Kasahara et al., 2017).  

Por otro lado, si el evento excitotóxico no se limita, el proceso inflamatorio puede establecerse 

de forma crónica, lo que a su vez provoca un daño secundario mediado principalmente por la 

producción de especies reactivas, la liberación sostenida de IL-1β e IL-6 y la acción citotóxica 

de los leucocitos provenientes de la circulación sistémica (Hinson et al., 2015; Hill et al., 2017). 

Se sabe que la activación sostenida de la microglia y la astroglía durante la respuesta 

inflamatoria provoca a su vez un aumento de la liberación de glutamato, lo que aunado a la 

disminución en su recaptura contribuye a la pérdida neuronal.  

Aunque el proceso agudo se resuelva, existe evidencia que señala que la glía mantiene ciertas 

características que la vuelven más susceptible a la activación proinflamatoria, lo cual se 

traduce en la posibilidad de presentar respuestas inflamatorias más exacerbadas a estímulos 

nocivos menores durante procesos patológicos (Réus et al., 2015).    

3.9 Relación entre las NOX y la neuroinflamación secundaria al evento excitotóxico 

La activación de las NOX está estrechamente relacionada con el proceso inflamatorio, tanto 

como parte de la respuesta de la glía como de las neuronas (Wang et al., 2017). La activación 

de la NOX-2 en la microglia es promovida por el daño excitotóxico y se considera un parámetro 

de activación proinflamatoria, debido a que se relaciona con el estallido respiratorio y el 

aumento de la actividad fagocítica, condiciones necesarias para la remoción de detritos 

celulares (Klegeris y McGeer, 1994). Sin embargo, durante la respuesta inflamatoria, la 

activación de las NOX microgliales también es capaz de promover la muerte neuronal 

mediante el aumento del estrés oxidante. En modelos in vivo, la inhibición farmacológica de 

la NOX-2 disminuye la liberación de ERO por la microglia, lo que a su vez limita el daño oxidante 

en neuronas durante la respuesta inflamatoria (Sorce et al., 2017). En cuanto a la producción 

de citocinas, el aumento de actividad de la NOX-2 regula positivamente la producción de 

factores proinflamatorios, lo que promueve un estado de inflamación crónico y el daño 

neuronal secundario.  Por el contrario, la inhibición de la NOX-2 promueve un fenotipo 

antiinflamatorio relacionado con la resolución del proceso (Xia et al., 2015).  
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En astrocitos, el aumento en la actividad de las isoformas de la NOX, particularmente NOX-2 

y NOX-4, se asocia con la liberación de glutamato y  la disminución de su recaptura, lo que 

amplifica el daño inicial y promueve una respuesta sostenida por la microglia (Sheng et al., 

2013). A pesar de que la liberación de citocinas no es la actividad primordial del astrocito, se 

sabe que este tipo celular participa activamente en la producción de IL-10 durante el daño 

neuronal; en estudios in vivo, la activación de la NOX en el astrocito correlaciona con la 

disminución en la producción de esta citocina antiinflamatoria, lo que podría limitar su 

participación como neuroprotector (Ravelli et al., 2019).  

Durante el daño excitotóxico, los mediadores inflamatorios producidos por la microglia y la 

astroglía promueven el aumento en la actividad de NOX-4 en los oligodendrocitos, lo que 

provoca la muerte apoptótica en este tipo celular, por medio del daño oxidante en los lípidos 

y el DNA. Se sabe que la inhibición de las NOX en oligodendrocitos aumenta su supervivencia, 

lo que podría formar parte de la estrategia de neuroprotección tras el daño excitotóxico 

(Johnstone et al., 2013).  

En neuronas, la inhibición de la NOX-2 durante el daño excitotóxico se asocia a la adquisición 

de un fenotipo predominantemente antiinflamatorio. Aunque no se han caracterizado del 

todo el mecanismo por el cual dicha inhibición promueve este cambio se propone que la 

disminución en la muerte y en el patrón de moléculas de señalización liberadas por las 

neuronas condicionan una respuesta inflamatoria limitada (Morganti et al., 2016).  

La disminución de la muerte neuronal también significa una disminución en los DAMP´s 

censados por la microglia, lo que se asocia a la adquisición de un fenotipo productor de IL-10 

y TGF-β, citocinas que promueven a la vez la supervivencia neuronal. Así mismo, la inhibición 

genética de la NOX-2 en neuronas sometidas a daño excitotóxico promueve la producción de 

IL-4, la cual activa vías de señalización que promueven la producción de IL-10 por la microglia 

(Park et al., 2005; Dai et al., 2018).  

El aumento de IL-10 secundario a la producción neuronal de IL-4 se asocia a la activación de 

vías tales como JAK1/STAT3 en neuronas sometidas a isquemia y traumatismo encefálico. Se 

sabe que dichas vías regulan negativamente blancos relacionados con moléculas 
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proapoptóticas, lo que, junto con la disminución del estrés oxidante, aumenta la supervivencia 

neuronal (Dinarello, 2007; Lobo-Silva et al., 2016).  

4. Antecedentes 

Durante el evento excitotóxico, el aumento de las ERO se asocia con la muerte neuronal 

secundaria al estrés oxidante. En el pasado se postulaba a la mitocondria como el principal 

sitio de origen de ERO durante el daño excitotóxico; sin embargo, recientemente se ha 

caracterizado a las NOX, particularmente a NOX-2, como una fuente de ERO determinante 

durante la instauración y el desarrollo del daño excitotóxico (Cheng et al., 2012; Brown, 

2007).  

Se sabe que, la inhibición farmacológica o genética de NOX-2 promueve la neuroprotección 

en diversos modelos de excitotoxicidad (isquemia, hipoglucemia, traumatismo), 

evidenciada por la disminución en la muerte neuronal y el volumen de lesión (Páramo et 

al., 2013; Lu et al., 2014; Yao et al., 2017).  En nuestro grupo de trabajo se caracterizó la 

participación de las NOX en la muerte apoptótica inducida por estaurosporina y la 

disminución de potasio extracelular, en cultivos primarios de neuronas granulares de 

cerebelo (NGC) (Coyoy et al., 2008). Por medio de cultivos primarios de NGC deficientes de 

NOX-2 se demostró la participación de este particular homólogo en la muerte apoptotica 

secundaria a la administración de estaurosporina (Guemez-Gamboa y Morán, 2009). En un 

modelo de daño excitotóxico, reportamos que la administración de glutamato en animales 

deficientes de NOX-2 produce lesiones más pequeñas que las comparadas con sus 

contrapartes silvestres, así como menor muerte neuronal y daño oxidante. En este mismo 

modelo, se encontró que la microglia de animales NOX-2 KO tratados con glutamato 

presentaba características morfológicas diferentes a las observadas en los animales 

silvestres, lo que planteó la posibilidad de la participación de NOX-2 no solo en el evento 

excitotóxico, sino en el establecimiento de la respuesta inflamatoria posterior (Guemez et 

al., 2011). 

La lesión tisular, producto del evento excitotóxico, provoca una respuesta inflamatoria que 

tiene como objetivo la limitación del daño; sin embargo, si dicha respuesta no es regulada 
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adecuadamente, es capaz de provocar un daño secundario y de esta forma aumentar la 

muerte neuronal. El daño secundario al proceso inflamatorio es promovido por la liberación 

sostenida de citocinas proinflamatorias principalmente por la microglia (Olmos y Lladó, 

2014; Chamorro et al., 2016; Schimmel et al., 2017).  

5. Planteamiento del problema 

En diversas patologías del SNC se ha asociado el daño excitotóxico como una de las causas 

de muerte neuronal y daño tisular; este mecanismo de daño se encuentra frecuentemente 

relacionado a la instauración de una respuesta inflamatoria, que en ciertas condiciones 

puede promover el aumento de muerte neuronal y ocasionar un daño secundario.  

Existe evidencia de la participación de las ERO provenientes de NOX-2 tanto en el daño 

excitotóxico, como en el proceso inflamatorio, por lo que es de vital importancia conocer 

los mecanismos y la asociación temporal de ambos eventos con las ERO provenientes de la 

NOX-2. Esto con el fin de plantear estrategias terapéuticas que promuevan la 

neuroprotección y favorezcan la recuperación funcional.  

6. Pregunta experimental 

¿Qué papel desempeña la NOX-2 en la respuesta inflamatoria resultante del daño 

excitotóxico en el estriado de ratón? 

7. Hipótesis 

La actividad de NOX-2 durante el daño excitotóxico propicia un ambiente proinflamatorio 

que promueve la muerte neuronal. 

8. Objetivos 

8.1 Objetivo general 

Caracterizar el efecto de la activación de la NOX-2 en la progresión del daño excitotóxico y 

la subsecuente instauración de la respuesta inflamatoria en el núcleo estriado de ratón.  
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8.2 Objetivos particulares 

▪ Determinar el impacto de la NOX-2 en la muerte neuronal resultado del evento 

excitotóxico. 

▪ Caracterizar la participación de la actividad de la NOX-2 en la instauración de la respuesta 

inflamatoria secundaria al evento excitotóxico.  

▪ Determinar si la NOX-2 promueve la muerte neuronal a través de la regulación en la 

producción de citocinas proinflamatorias.  

▪ Caracterizar la relación entre la actividad de las NOX y la producción de citocinas 

antiinflamatorias.  

9. Materiales y métodos  

9.1 Reactivos 

Glutamato monosódico (Sigma, G1626), solución salina (Sigma, 793566), IL-4 (Cell Signaling 

no. 5208) o IL-10 (Cell Signaling no.5261), reactivo de Bradford (Sigma, B6916), 

paraformaldehído (Sigma, no. P6148), FjB (Merck no. AG310), NADPH (Sigma, 

no.10107824001), DHE (Sigma, no. 810253P), DNA de esperma de Salmon (Sigma, no. 

D1626), SDS (Sigma no. 862010), anti-NOX2 / gp91phox (Abcam, ab80508), anti-GAPDH 

(Cell Signaling no. 14C10), anti-mouse conjugado con fosfatasa alcalina (Abcam, Ab80508), 

sustrato Ac-VDVAD-AMC (BD Pharmingen, no. 556449), ELISA para IL-1β (Abcam, 

ab100704), IL-4 (Abcam, ab100710), IL-6 (Abcam, ab100712), IL-10 (Abcam, ab46103), IL-

12 p40 / 70 (Abcam, ab100699), TNF-α (Abcam, 100747) y TGF-β (Abcam, 119557). 

9.2 Animales 

Para este trabajo se utilizaron ratones C57BL/6 adultos (8 semanas) provistos por el bioterio 

del Instituto de Fisiología Celular de la Universidad Nacional Autónoma de México y ratones 

adultos NOX-2 KO (gp91 Cybbtm1Din/J) provenientes de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, 

ME, USA). Los NOX-2 KO fueron generados en un fondo C57BL/6 mediante un fragmento 

genómico de Ncol de 4.8 Kpb que contenía el segundo y tercer exones del gen Cybb. Para 

construir un vector de direccionamiento, se colocó un casete de expresión para resistencia 
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a la neomicina en el tercer exón unido a un gen de timidina cinasa. Como resultado se 

obtienen ratones machos hemizigotos que carecen de la producción de superóxido por 

parte de la NOX-2 (Pollock et al., 1995).  

 Ambas colonias fueron establecidas en el vivario del Instituto de Fisiología Celular bajo 

condiciones controladas de temperatura (20-22°C) y ciclos de luz/obscuridad de 12 h, así 

como con agua y alimento estándar ad libitum. Los ratones utilizados fueron divididos de la 

siguiente manera: 40 animales se emplearon para pruebas histológicas, 30 para 

determinaciones bioquímicas y 30 más para el análisis de citocinas.  

Todos los procedimientos en animales fueron realizados de acuerdo con lo estipulado en el 

National Institutes of Health Guide para el cuidado y uso de animales de laboratorio (NIH 

publication no. 8023, revisado en 1978) y el Comité para el Uso y Cuidado de Animales de 

Laboratorio de nuestra institución (CICUAL, protocolo autorizado JMA72-15), con el fin de 

minimizar el dolor y el número de individuos utilizados.  

9.3 Modelo de daño excitotóxico 

Los ratones C57BL/6 silvestres (WT) y gp91 Cybbtm1Din/J (NOX-2 KO) fueron anestesiados con 

isoflurano 3%, en una mezcla de 95% O2 y 5% de CO2 para después colocarse en un marco 

estereotáxico (David Kopf Instruments, Tujunga, CA, USA). Posteriormente una aguja de 

acero inoxidable se posicionó en el núcleo estriado derecho de acuerdo con las siguientes 

coordenadas: anteroposterior +0.8 mm a partir de bregma, lateral +2.2 mm de la línea 

media y vertical -3.2 mm de la duramadre (Athos y Storm, 2001). Posteriormente, con la 

ayuda de una bomba de inyección (Modelo 55; Harvard, South Natick, MA, USA) se 

administraron 0.5 μL de una solución de glutamato monosódico (Sigma A, G1626; 1 M) o de 

solución salina (Sigma A, 793566; 0.9%) a una velocidad de 0.175 μL/minuto. Un segundo y 

tercer grupo de ratones WT fueron tratados con IL-4 (Cell Signaling no. 5208) o IL-10 (Cell 

Signaling no.5261) respectivamente, junto con la misma solución de glutamato 

monosódico. Las concentraciones de IL-4 e IL-10 utilizadas fueron calculadas a partir de las 

observadas en los ratones NOX-2 Después de la inyección (5 min), la aguja fue retirada 
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cuidadosamente y se suturó con nylon. Para finalizar, los ratones se recuperaron de la 

anestesia en una jaula individual con agua y alimento ad libitum.  

9.4 Grupos y tratamientos 

Los ratones NOX-2 KO fueron tratados con glutamato, mientras que al grupo control se le 

administró solución salina. Adicionalmente, algunos ratones WT fueron tratados con 

glutamato en combinación con IL-4 o IL-10 (tabla 1).  

 

Ratón Clave Grupo Tratamiento 

 

C57BL/6 Silvestre  

 

WT  

Control Solución salina (0.9%) 

 

Experimental 

Glutamato monosódico (1M) 

Glutamato + IL-4 (0.7 ng/mL) 

Glutamato + IL-10 (0.4 ng/mL) 

gp91 Cybbtm1Din/J NOX-2 KO Control Solución salina (0.9%) 

Experimental Glutamato monosódico (1M) 

 

Tabla 1. Grupos y tratamientos. Los animales fueron tratados con glutamato y a los grupo control se les administró 

solución salina. Posteriormente a otros dos grupos de animales WT se les administró IL-4 e IL-10. 

9.5 Obtención y procesamiento del tejidoz 

Posterior a la cirugía se les administró a los animales una dosis letal de pentobarbital sódico 

a diferentes tiempos (1, 6, 12 y 24 h) y se procedió a la extracción del cerebro (Figura 7). 

Algunos de los animales se sacrificaron por dislocación cervical para la disección y 

homogenización del estriado. Para la disección del estriado, el bulbo olfatorio y el cerebelo 

fueron removidos para realizar un corte sagital sobre la línea media y separar ambos 

hemisferios. Al separar los hemisferios es posible delimitar al estriado como un tejido 

ligeramente más transparente que se encuentra rodeado por la corteza (Estrada-Sánchez 

et al., 2009). El tejido obtenido (15-20 mg) se homogeneizó (Homogeneizador OMNI TC) en 

amortiguador de lisis adicionado con inhibidor de proteasas a 4°C. Posteriormente se 
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centrifugó a 5,000 g por 5 min para remover restos celulares (Figura 7). Para finalizar, se 

cuantificó la cantidad de proteína en el tejido homogeneizado por el método de Bradford 

(Schmidt et al., 2012).  

 

Figura 7. Ilustración de la línea temporal del diseño experimental. Se administró glutamato monosódico a ratones 

silvestres (WT) y NOX-2 KO sin tratamiento o tratados con IL-4 ó IL-10. Posteriormente, algunos animales fueron 
sacrificados a las 24 h para obtener cortes histológicos (n=5). Otro grupo de animales se sacrificaron a las 1, 6, 12 y 24 h 
para obtener el homogenado del estriado (n=4). Las pruebas de comportamiento motor se realizaron a las 1, 6, 12 y 24 h 
en animales de ambos grupos (n=8). 

 

9.6 Análisis del volumen de lesión  

Las lesiones inducidas por la administración de glutamato fueron evaluadas 24 h después 

de la cirugía (Figura 7). Los ratones fueron anestesiados profundamente con pentobarbital 

sódico y sometidos a perfusión transcardiaca con 30 mL de solución salina al 0.9%, seguido 

de una solución de fijación que contenía amortiguador de fosfatos (0.1 mM) y 

paraformaldehído 4% (pH 7.4). Los cerebros fueron removidos y colocados a 4°C en la 

misma solución de fijación. Posteriormente, se realizaron cortes por congelación, en un 

criostato (1510; Leica, Microsystems Nussloch GmbH, Heidelberger Nussloch, Alemania) y 

se obtuvieron series consecutivas de secciones coronales del estriado (40 μm de espesor), 

las cuales se tiñeron con violeta de cresilo ó FjB (Chemicon, Temecula, CA, USA). Después 
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de realizar las tinciones, se seleccionaron todos los cortes en los que era visible la lesión 

(tinción de violeta de cresilo pálido) para la cuantificación del volumen de la lesión. Las áreas 

dañadas se delimitaron manualmente y se midieron con un analizador de imágenes 

(programa analizador ImageJ 1.48v; Wayne Rasband, NIH, USA.) por un experimentador que 

desconocía la asignación de los grupos. El volumen total de la lesión se obtuvo a partir de 

la suma de todas las áreas dañadas multiplicada por el ancho de las secciones (Türeyen et 

al., 2004). 

9.7 Cuantificación de las células en degeneración  

Se añadió una gota de solución de NaOH 1% diluida en etanol 80% a los cortes coronales 

montados en portaobjetos, y después de 2 min, se reemplazó por una solución de etanol 

70%. Los cortes se cubrieron con una solución de permanganato de potasio 0.06% durante 

10 min y luego se lavaron. Posteriormente se incubaron durante 10 min con una solución 

de FJB 0.0004% preparada en ácido acético 0.1%. Finalmente, las muestras se lavaron y 

secaron a 50 °C, para después deshidratarlos con xilol y cubrirlos con Permount (Fisher 

Scientific, Fair Lawn, NJ, USA). Subsecuentemente, las muestras, fueron colocadas y 

observadas en un microscopio de epifluorescencia (Eclipse Ti-S, Nikon Instruments Inc.) 

utilizando un filtro U-MNB2 (395–590 nm). Las células positivas para FJB se contaron 

utilizando el programa analizador ImageJ.1.48v (Wayne Rasband, NIH, USA.). Para la 

determinación de células positivas totales, se realizó el conteo en tres cortes por ratón, 

seleccionadas a partir de la visualización del tracto de la aguja (sección central), así como 

una anterior y otra posterior, ubicadas a 160 μm de la sección central (Padgett et al., 2015). 

9.8 Actividad enzimática de la NOX 

La actividad de las NOX se determinó en homogenados de estriado en diferentes momentos 

(0.5, 1, 3, 6, 12 y 24 h) posteriores a la administración de glutamato (Figura 7). La actividad 

de las NOX se estimó como la oxidación de dihidroetidio (DHE) a etidio (Et). Los 

homogenados de tejido se incubaron con DHE (0.02 mM), ADN de salmón (0.5 mg/mL) y 

NADPH (0.2 mM) como sustrato. La fluorescencia de Et se midió durante 30 min a una 

longitud de onda de excitación de 480 nm y una emisión de 610 nm, utilizando un lector de 
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microplacas de fluorescencia de detección múltiple Synergy HT (Biotek Instruments, 

Colchester, VT, USA). Se prepararon las muestras por duplicado y la actividad de NOX se 

expresó como el cambio en la fluorescencia de Et por mg de proteína por min contra el 

control (solución salina). Algunas muestras se incubaron en presencia de 1 μM de 

difenilenodiodo (DPI) o 15 UI de superóxido dismutasa (SOD) para corroborar la 

especificidad del ensayo (Padgett et al., 2015). 

9.9 Cuantificación de proteínas por inmuno blot (western blot)  

Los homogenados de tejido (50 μg de proteína por carril) se sometieron a electroforesis en 

un gel de poliacrilamida-SDS. Posteriormente las proteínas se transfirieron a membranas de 

PVDF a 120 V durante 1 h. Las membranas se bloquearon durante 2 h a temperatura 

ambiente con leche sin grasa al 5% en solución salina amortiguada con Tris (TBS) y se 

trataron con anti-NOX2 / gp91phox (1:500; ab80508, Abcam, USA) y anti-GAPDH (1:3000; Cell 

Signaling no. 14C10, USA) durante 12 h a 4 °C. Después de lavarse con TBS para remover el 

exceso de anticuerpo, se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con el anticuerpo 

secundario conjugado con fosfatasa alcalina (1:10000; Ab80508, Abcam, USA). Las bandas 

se visualizaron utilizando el sistema de quimioluminiscencia según las recomendaciones del 

fabricante (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) y se expusieron a la película Kodak 

XAR-5 en oscuridad. 

9.10 Actividad enzimática de la caspasa 3 

La actividad de la caspasa-3 se determinó en homogenados de estriado en diferentes 

tiempo (1, 3, 6, 12 y 24 h) después de la administración de glutamato (Figura 7). La actividad 

de la caspasa-3 se analizó mediante una técnica fluorogénica (Liu et al., 2007) en un 

espectrofluorómetro (Shimadzu, RF-5301PC), utilizando el péptido Ac-VDVAD-AMC (BD 

Pharmingen, no. 556449) como sustrato específico para detectar la actividad proteolítica 

de la caspasa activa. La actividad se siguió durante 30 min después de la adición del sustrato 

(80 µM) a una solución estándar que contenía al homogenado del tejido (50 µg/mL). Los 

resultados que muestran la actividad de la caspasa se calcularon como el cambio en la 
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intensidad de la fluorescencia por miligramo de proteína por minuto y se expresaron como 

cambio en comparación con el control (solución salina). 

9.11 Inmunoanálisis de la concentración de citocinas  

Los niveles de citocinas se midieron utilizando el kit ultrasensible de ELISA para IL-1β 

(ab100704, Abcam, USA), IL-4 (ab100710, Abcam, USA), IL-6 (ab100712, Abcam, USA), IL-10 

(ab46103, Abcam, USA), IL-12 p40 / 70 (ab100699, Abcam, USA) ), TNF-α (100747, Abcam, 

USA) y TGF-β (119557, Abcam, USA) de ratón. Las muestras de estriado correspondientes a 

100 μg de proteína se obtuvieron después de diferentes tiempos (1, 3, 6, 12 y 24 h) tras la 

administración de glutamato (Figura 7). Para la realización del ensayo, se diluyó la muestra 

(1:10), se procedió de acuerdo con el protocolo del fabricante (Abcam, MA, USA) y la 

reacción se midió en un espectroflurómetro (Shimadzu, RF-5301PC). Los resultados se 

calcularon con base en una curva de concentración proporcionada por el fabricante y se 

expresaron en picogramos de citocinas por miligramo de proteína. 

9.12 Pruebas de conducta motriz  

9.12.1 Prueba del cilindro  

Los animales se examinaron para determinar el uso preferencial de la extremidad anterior 

unilateral durante el soporte postural vertical (conducta de exploración) después de la 

administración de glutamato o solución salina (1, 3, 6, 12 y 24 h; Figura 7). Brevemente, los 

ratones se colocaron en un cilindro de cristal de 10 cm de diámetro, colocado sobre una 

mesa y se procedió a grabar en video la conducta de exploración durante 3 min. Se registró 

el número de contactos unilaterales y bilaterales con las paredes del contenedor. El 

porcentaje de contactos bilaterales se evaluó en cada prueba utilizando la fórmula de 100 

× contactos bilaterales/total de contactos de la pared del miembro anterior, mientras que 

el porcentaje de contactos unilaterales se evaluó utilizando la fórmula 100 × contactos 

unilaterales/total de contactos de la pared del miembro anterior. Los resultados se 

expresan como el porcentaje de exploración unilateral (Thornberry et al., 1997). 

9.12.2 Prueba de la remoción del adhesivo  
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La jaula de los animales se colocó en el sitio de las pruebas al menos 30 min antes de 

comenzar el experimento para permitir la habituación al nuevo entorno. Los animales se 

retiraron suavemente de la caja de prueba y se colocó una tira de cinta adhesiva de 0.5 cm2 

en el dorso del hocico. Los animales se devolvieron a la jaula de prueba y se inició un 

temporizador. La conducta se observó y se registró durante 60 s o hasta que el animal se 

retiró el trozo de cinta del hocico con el miembro anterior. La capacitación consistió en cinco 

ensayos previos (uno por día) y se realizaron las pruebas después de la administración de 

glutamato o solución salina en diferentes tiempos (1, 3, 6, 12 y 24 h) (Figura 7). El resultado 

se reportó como la latencia de la remoción de la cinta adhesiva en segundos (Fleming et al., 

2004). 

9.12.3 Prueba de la rejilla invertida 

La prueba de la rejilla invertida se utilizó para evaluar la coordinación y la fuerza muscular 

de las extremidades, especialmente en relación con la musculatura distal y las 

manipulaciones de los dedos. Los ratones se colocaron en el centro de una rejilla cuadrada 

horizontal de 15 cm2, que consiste en una malla de alambre de 0.5 cm2 de grosor que se 

encuentra rodeada por paredes de madera. La rejilla se colocó a 20 cm por encima de una 

protección acojinada (para evitar las lesiones por caída) sobre la mesa y se hizo girar boca 

abajo para permitir que los ratones se movieran libremente. Cada ratón fue grabado 

durante 60 s y se registró el tiempo que permanecieron sujetos a la rejilla. Si los ratones 

caían dentro de primeros 10 s, se permitieron ensayos adicionales (máximo tres ensayos) 

realizados dentro de un intervalo de 1 min. Se realizaron tres ensayos y el resultado se 

expresó como la latencia hasta la caída y se expresó en s. Esta prueba no requirió un 

entrenamiento previo, sin embargo, se realizó una prueba previa de 30 s el día anterior al 

experimento para la habituación (Fleming et al., 2004). 

9.12.4 Determinación del score de disfunción neurológica  

Todas las pruebas de comportamiento fueron realizadas por el mismo experimentador en 

una habitación silenciosa, con luz tenue y con ruido blanco de fondo. Para garantizar la 

reproducibilidad de los resultados, se realizaron pruebas preliminares para excluir animales 
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con comportamiento anormal. Con el fin de integrar las diferentes pruebas de función 

motora, se utilizó una puntuación combinada con base en las tres pruebas de 

comportamiento (prueba de adhesivo, prueba de la rejilla invertida y prueba de cilindro) 

para caracterizar los déficits neurológicos funcionales (ND). Determinamos la puntuación 

del score de ND (NDS) al combinar todas las pruebas, asumiendo un peso específico 

equivalente para cada una de las pruebas y asignando un valor arbitrario de 15 puntos al 

rendimiento máximo (Fleming et al., 2004; Bouet et al., 2009). 

9.13 Análisis estadísticos  

Los datos fueron expresados como la media ± el error estándar de por lo menos tres 

experimentos independientes. Los datos obtenidos en las pruebas bioquímicas e 

histológicas se evaluaron estadísticamente mediante el análisis de varianza de dos vías 

(ANOVA) y ANOVA de medidas repetidas para las pruebas de comportamiento; en ambos 

casos se realizó subsecuentemente la prueba de Tukey para comparaciones por pares 

utilizando el software GraphPad Prism v6.0 y SigmaPlot 12.3. En el caso de encontrar 

significancia, se aplicó una prueba de t de Student de dos colas adicional. Se consideró la 

significancia con el valor de p <0.05. 

10. Resultados 

10.1 La lesión excitotóxica del estriado y la degeneración neuronal 

son menores en los ratones NOX-2 KO 

Para determinar el impacto del daño excitotóxico, se evaluaron tanto el volumen de la 

lesión como la degeneración neuronal en ratones WT y NOX-2 KO. La Figura 9A muestra 

cortes representativos de la lesión en el estriado de animales WT y NOX-2 KO teñidos con 

violeta de cresilo. El tratamiento con solución salina de los ratones WT y NOX2 KO (control), 

desarrolló una lesión pequeña similar en ambos grupos (0.05 ± 0.02 mm3 y 0.03 ± 0.01 mm3, 

respectivamente). Como era de esperarse, en los grupos tratados con glutamato, los 

ratones NOX-2 KO desarrollaron solo el 38% de la lesión observada en ratones WT (WT: 1.2 

± 0.14 mm3, NOX-2KO: 0.45 ± 0.10 mm3 p <0.05; Figura 9B). Las células positivas para FJB 
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se cuantificaron 24 h después de la inyección de glutamato en cortes de tejido lesionado 

(Figura 9C).  

 

Figura 9. Volumen de lesión y degeneración neuronal en ratones WT y NOX-2 KO inyectados en el estriado con 

glutamato. Los cortes histológicos fueron obtenidos después de 24 h de administración intracerebral de solución salina 

(NaCl al 0.9%) o glutamato (1 M) como se detalla en la sección de métodos. Se muestran micrografías representativas de 

cortes coronales que muestran lesiones del cuerpo estriado teñidas con violeta de cresilo y células dañadas positivas a FjB 

(A). La línea de puntos delimita el área de lesión de ratones tratados con glutamato. Las barras de escala representan 200 

μm (10x) (B) Cuantificación del volumen de la lesión 24 h después de la administración de solución salina o glutamato, el 

resultado se expresa en milímetros cúbicos. (C) Número total de células FJB positivas contadas en tres cortes por ratón. Los 

datos se expresan como la media ± SEM de cinco experimentos independientes. * p <0.05 frente al control con solución 

salina correspondiente; ϕp <0,05 frente al ratón silvestre (WT) tratado con glutamato.  
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Al igual que con el volumen de lesión, se encontró un mayor número de células en 

degeneración en ratones WT inyectados con glutamato (82.3 ± 11.1 células/mm2) que en 

animales inyectados con solución salina (3.06 ± 0.6 células/mm2; p <0.05; Figura 9B). En 

concordancia con la cuantificación del volumen de lesión, el número de células positivas 

para FJB en ratones NOX-2 KO (35.9 ± 7.5 células/mm2; p <0.05) fue aproximadamente la 

mitad del observado en ratones WT tratados con glutamato. En la Figura 9A se muestran 

cortes representativos del tejido lesionado de animales WT y NOX-2 KO que muestran 

células marcadas con FJB. En conjunto, estos resultados confirman que la NOX-2 participa 

en el desarrollo de la lesión tisular y la degeneración neuronal inducida por el glutamato. 

10.2 La actividad de la NOX-2 aumenta durante el daño excitotóxico 

En el presente trabajo, medimos la actividad de la NOX en homogenados de estriado de 

ratones WT y NOX-2 KO en diferentes tiempos (0.5, 1, 3, 6, 12 y 24 h) después de la inyección 

de glutamato. Detectamos el mayor aumento de la actividad enzimática 1h después de la 

administración de glutamato en ratones WT (225 ± 27% frente al control, p <0,05; Figura 

10). Posteriormente se observó un segundo pico, a las 12 h (195 ± 10% vs control, p <0,05; 

Figura 10).  
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Figura 10. Actividad de las NOX durante el daño excitotóxico en ratones WT y NOX-2 KO. La actividad de las NOX fue 

evaluada como el cambio de Intensidad de fluorescencia resultante de la oxidación de dihidroetidio (DHE) a etidio (Et) en 
homogenados de estriado de ratones WT y NOX 2 KO tratados con glutamato (1 M) durante 0.5, 1, 3, 6, 12 y 24 h después 
de la administración de glutamato. Los datos se expresan como cambio de veces de la fluorescencia relativa de Et con 
respecto al grupo de solución salina (ss). Los valores se expresan como la media ± SEM de cuatro experimentos 
independientes. *p <0.05 vs la solución salina (ss) correspondiente; ϕp <0.05 vs el correspondiente ratón silvestre (WT) 
tratado con glutamato. Control=1. 

En ratones NOX-2 KO, observamos un aumento significativo de la actividad de NOX después 

de la administración de glutamato a las 12 y 24 h (p <0,05), de aproximadamente la mitad 

de los cuantificados en ratones WT. Estos resultados indican que en ratones WT, la 

administración de glutamato promueve un aumento sostenido en la actividad de las NOX 

por 24h, junto con dos picos máximos de actividad a las 1 y 12h durante el daño 

excitotóxico, y éste aumento en la activación de las NOX se retrasa y atenúa en los animales 

NOX-2 KO.  

Por otro lado, en amilanes WT y NOX-2 KO los niveles de NOX-2 aumentaron a partir de las 

6 y 12 h respectivamente (Figura 11), lo que sugiere que los cambios observados en los 

niveles de actividad no dependen directamente del aumento en la cantidad de proteína y 
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que probablemente están regulados por condiciones independientes de la cantidad de 

proteína. 

 

Figura 11. Expresión de gp91phox (NOX-2) en el estriado de ratones silvestres y NOX-2 KO después del 

tratamiento con glutamato. (A) Niveles de gp91phox (NOX-2) a 1, 6, 12 y 24 h después de la administración 
intracerebral de glutamato (1 M). Los resultados se expresan como el aumento sobre la intensidad relativa 
en relación con el control de carga (GAPDH), frente al tiempo en horas (h). Los valores representan el 
promedio ± SEM de cuatro pruebas independientes. * p <0,05 frente al control de solución salina 
correspondiente. (B) Imagen representativa del western blot de gp91phox (peso molecular de 65 kDa) y 
GAPDH (peso molecular de 37 kDa). Control=1 

 

10.3 La resistencia de los ratones NOX-2 KO al daño excitotóxico 

implica una disminución en la activación de la caspasa-3 

La inyección intraestriatal de glutamato aumenta la activación de la caspasa-3, desde las 3 

h en ratones WT (208 ± 9% vs ss) y desde las 6 h en NOX-2 KO (197 ± 16% vs ss). En ratones 

WT se observó un pico máximo a las 6 h, el cual disminuye a las 12 y 24 h. Adicionalmente 

a las 6 h  la activación de la caspasa-3 fue menor en NOX-2 KO (p <0.05) en comparación 

con los ratones WT (NOX-2 KO: 180 ± 10% vs  WT: 280 ± 25%, p <0.05), y el mismo efecto 
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se observa durante las siguientes 24 h (NOX-2 KO: 57 ± 15% vs WT: 128 ± 9%, p <0.05; Figura 

12). Estos datos sugieren que los ratones NOX-2 KO exhiben una activación más baja de la 

caspasa-3 durante la lesión excitotóxica inducida por la administración de glutamato, lo que 

podría reflejarse en la disminución de la muerte apoptótica. 
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Figura 12. Actividad de la caspasa-3 en ratones WT y NOX-2 KO después de la administración de glutamato. La 

caspasa-3 activa se midió en homogenados de estriado después de 1, 3, 6, 12 y 24 h de administración de glu (1M) en 
ratones WT y NOX-2 KO. La fluorescencia producida por la escisión del sustrato específico para la caspasa-3 se cuantificó 
en unidades relativas de fluorescencia (FRU) y los resultados se expresan como el cambio de la fluorescencia en relación 
con la solución salina. Los valores se expresan como la media ± SEM de tres experimentos independientes. * p <0,05 vs ss 
correspondiente; ϕp <0.05 frente al correspondiente ratón de tipo silvestre (WT) tratado con glutamato. Control=1 

10.4 Los ratones NOX-2 KO muestran una mejor recuperación 

motora que los ratones WT después del daño excitotóxico.  

Las lesiones del estriado producen alteraciones en el control de los movimientos voluntarios 

y el tono muscular, predominantemente en las extremidades anteriores (Fleming et al., 

2004). Por lo tanto, se exploró el grado de compromiso funcional que resulta del daño 

excitotóxico como indicativo de la gravedad de la lesión del estriado. Con el fin de 
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caracterizar la gravedad del déficit neurológico (NDS), evaluamos tres pruebas tanto en 

ratones WT, como en NOX-2 KO (Figura 13).  

La prueba del cilindro nos indica la latencia de la asimetría del miembro anterior (Figura 

13A). Antes de la administración del glutamato, los ratones WT y NOX-2 KO tienden a 

exploran las paredes del cilindro preferentemente mediante contactos bilaterales, 

observándose menos del 5% de contactos unilaterales (WT 10 ± 3% y NOX-2 KO 8 ± 2% de 

contactos unilaterales). El daño excitotóxico en ratones WT dio lugar a una disminución 

temprana y sostenida de los contactos bilaterales desde 1 h (90 ± 5% de contactos 

unilaterales) hasta las 24 h (50 ± 4% de contactos unilaterales). Los ratones NOX-2 KO 

muestran una función motora comprometida similar a la de los ratones WT, 1 h después de 

la cirugía (78 ± 6% de contactos unilaterales; p <0.05); sin embargo, lograron recuperarse a 

los 24 h (18 ± 8% de contactos unilaterales), a diferencia de los ratones WT, los cuales no 

alcanzaron los niveles basales (p> 0.05; Figura 13A). 

La prueba de remoción del adhesivo evalúa el control y la coordinación de los movimientos 

voluntarios de las extremidades delanteras (Figura 13B). Antes de la administración de 

glutamato, los ratones WT y NOX-2 KO necesitaron un máximo de 14 s para remover el 

adhesivo del hocico (WT 12 ± 2 s y NOX-2 KO 10 ± 2 s). Después de 1 h de la administración 

de glutamato, los ratones WT no pudieron retirar la etiqueta antes de los 60 s. 

Subsecuentemente los ratones WT mostraron una mejoría en la capacidad para remover la 

etiqueta a las 24 h de la cirugía; sin embargo, el tiempo de remoción fue notablemente 

superior al mostrado por los controles tratados con solución salina (WT + GLU: 37 ± 5 s vs 

WT + SS: 11 ± 3 s, p <0,05). Los ratones NOX-2 KO mostraron un rendimiento similar al 

mostrado por los ratones WT después de 1 h de la administración de glutamato (WT: 55 ± 

5 s frente a NOX-2 KO: 50 ± 7 s, p> 0,05); sin embargo, a las 6 h del procedimiento, los 

ratones NOX-2 KO mostraron una marcada recuperación en comparación con los ratones 

WT (WT 44 ± 5s frente a NOX-2 KO 22 ± 4 s; p <0,05). Los ratones NOX-2 KO alcanzaron los 

niveles del control a las 24 h, una situación que no ocurrió en ratones WT (WT: 37 ± 5 s vs 

NOX-2 KO: 12 ± 3 s, p <0.05; Figura 13B).  



 
50 

 

 

Figura 13. Actividad motora después de la administración de glutamato en ratones WT y NOX-2 KO. El rendimiento 

de los animales control (ss) e inyectados con glutamato (WT+GLUT y NOX-2 KO+GLUT) se evaluó en tres pruebas de 
comportamiento motor a las 1, 3, 6, 12, y 24 h después del procedimiento, las cuales se integraron para obtener una 
puntuación motora que refleja el deterioro funcional. (A) En la prueba de cilindro, cada ratón obtuvo un porcentaje basado 
en la proporción de exploraciones unilaterales y bilaterales realizadas en tres ensayos, de 3 min cada uno; el porcentaje se 
expresó como la media ± SEM de ocho pruebas independientes. (B) La prueba de remoción del adhesivo que cuantifica el 
tiempo en que los animales retiran una etiqueta colocada previamente por el examinador. El tiempo de remoción se 
cuantificó en segundos y se expresa como la media ± SEM de seis animales independientes. (C) El tono y la fuerza muscular 
de las cuatro extremidades se evaluaron exponiendo a los ratones a la prueba de la rejilla invertida en la que se cuantificó 
el tiempo de caída en tres oportunidades no consecutivas de un máximo de 60 s de duración. Los resultados se expresan 
como la media ± SEM de la latencia de la caída, de seis pruebas independientes. (D) Para integrar las tres pruebas 
anteriores, se asignó un puntaje arbitrario al rendimiento de cada animal, otorgando el puntaje más alto al desempeño 
adecuado de los ratones inyectados con solución salina (45 puntos). Los resultados se expresan en unidades arbitrarias de 
puntaje, como la media ± SEM de seis pruebas independientes. * p <0,05 frente al control de solución salina 
correspondiente; ϕ p <0.05 frente al ratón de tipo silvestre (WT) correspondiente tratado con glutamato 

Finalmente, la prueba de la rejilla invertida permite evaluar indirectamente el tono 

muscular de las cuatro extremidades de los ratones (Figura 13C). Los ratones control 

permanecieron unidos a la cuadrícula invertida durante aproximadamente 1 min (56 ± 4 s), 

lo que se considera un rendimiento adecuado y se estableció como el basal. Después de 1 

h de la administración de glutamato, los ratones WT y NOX-2 KO no pudieron permanecer 

sujetos a la rejilla más de 15 s (WT: 5 ± 4 s y NOX-2 KO: 10 ± 3 s). Después de 6 h del 
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procedimiento, los ratones NOX-2 KO mostraron una mejor recuperación funcional que los 

ratones silvestres (WT 25 ± 4 vs NOX-2 KO 40 ± 6 s p <0,05) alcanzando un rendimiento 

similar al de los animales control a partir de las 12 h, desempeño que no se observa en los 

ratones WT (WT 32 ± 8 vs NOX-2 KO 54 ± 4 s p> 0.05; Figura 13C). 

Los parámetros de la función motora se integraron en un score de deficiencia neurológica 

NDS (Figura 13D). Para eso, a cada prueba se le asignó un valor equivalente en la 

puntuación, planteando un valor máximo arbitrario de 15 puntos (para cada prueba) a los 

animales control tratados con solución salina. Con base en esta escala, un bajo rendimiento 

durante la prueba correspondió a una disminución en los puntos otorgados (Wells et al., 

2005). Los ratones WT tratados con glutamato mostraron una pobre puntuación en las 

primeras 3 h (3 ± 1 puntos), que mejoró a partir de las 12 h (11 ± 5 puntos) y continuó a las 

24 h (25 ± 4 puntos), sin alcanzar los niveles del control. De manera similar, los ratones NOX-

2 KO tratados con glutamato obtuvieron una mala puntuación en la primera hora (3 ± 1 

puntos); sin embargo, se observa una mejoría a partir de las 3 h y logran una recuperación 

a nivel de los controles después de 12 h de la administración del glutamato (WT 11 ± 5 vs 

NOX-2 KO 35 ± 4 s p <0,05; Figura 13D). Como observamos en las pruebas anteriores, la 

recuperación funcional de los ratones NOX-2 KO supera la observada en ratones WT lo que 

sugiere que la actividad de la NOX-2 se asocia con una deficiente recuperación funcional de 

la conducta motora tras la administración de glutamato. 

10.5 El patrón de producción de citocinas en respuesta al daño 

excitotóxico depende de la NOX-2 

La resolución del daño excitotóxico está estrechamente relacionada con la respuesta 

inflamatoria, la cual tiene como objetivo eliminar el tejido dañado y recuperar las funciones. 

Para caracterizar esta relación, evaluamos la participación de la NOX-2 en la producción de 

citocinas asociadas con la respuesta inflamatoria en el SNC (Figura 14). Con respecto a las 

citocinas proinflamatorias, observamos un aumento de IL-1β después de 6 h de la 

administración de glutamato en los ratones WT (701 ± 30 pg / mg-1 de proteína), en 

comparación con el control de solución salina (298 ± 41 pg / mg-1 de proteína). De manera 
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similar, los ratones NOX-2 KO presentaron un aumento en la concentración de esta 

interleucina (682 ± 24 pg / mg-1 de proteína). A las 12 h, los niveles de IL-1β se redujeron 

notablemente en ambas condiciones, pero aún se encontraron por encima del control (WT 

+ GLU 400.7 ± 22 vs NOX-2 KO + GLU 420 ± 15 pg / mg-1 de proteína, p <0.05), volviendo a 

los niveles de control a las 24 h (WT + GLU, 380 ± 58 y NOX-2 KO + GLU, 401 ± 63 pg / mg-1 

de proteína; Figura 14A). Contrario a lo esperado, no se encontraron diferencias entre los 

ratones WT y NOX-2 KO en la producción de IL-1β. 

El daño excitotóxico también causó un aumento similar de la citocina proinflamatoria IL-6, 

esto en ambos grupos a las 6 y 12 h (WT + GLU, 650 ± 85 y NOX-2 KO + GLU, 553 ± 91 pg / 

mg-1 de proteína). Inesperadamente, después de 24 h de administración de glutamato, los 

ratones NOX-2 KO mantuvieron niveles altos de IL-6 en comparación con los ratones WT 

(WT 381 ± 41 vs NOX-2 KO 581 ± 43 pg / mg-1 de proteína, p <0.05; Figura 14B) .Los niveles 

de IL-12 aumentaron en la primera hora después del tratamiento con glutamato en ratones 

WT (423 ± 52 pg / mg−1de proteína) y NOX-2 KO (475 ± 74 pg / mg−1de proteína) en 

comparación con el control de solución salina (WT: 282 ± 28 y NOX-2 KO: 321 ± 31 pg / mg-

1 de proteína, p <0,05; Figura 14C). 

Después de 6 h, los ratones WT tratados con glutamato mostraron un máximo aumento de 

IL-12, que fue mucho mayor que el observado en los ratones NOX-2 KO (WT 673 ± 39 vs 

NOX-2 KO 385 ± 35 pg / mg-1 de proteína, p <0,05). A las 12 h, este patrón se invirtió, ya que 

los niveles de IL-12 eran mayores en los ratones NOX-2 KO que en los ratones WT (WT 363 

± 67 frente a NOX-2 KO 743 ± 29 pg / mg-1 de proteína, p <0,05; Figura 14C).  

También observamos un aumento de TNF-α inducido por el glutamato tanto en ratones WT 

(528 ± 39 pg / mg-1 de proteína) como en ratones NOX-2 KO a las 6 h (483 ± 35 pg / mg-1 de 

proteína) y 12 h (WT 704 ± 54 y NOX-2 KO 542 ± 29 pg / mg-1 de proteína). La producción de 

TNF-α en ratones NOX-2 KO fue menor a la observada en ratones WT a las 6 y 12 h. Después 

de 24 h, los niveles de TNF-α se redujeron tanto en ratones WT (482 ± 22 pg / mg-1 de 

proteína) como en ratones NOX-2 KO (410 ± 20 pg / mg-1 de proteína, p> 0.05; Figura 14D).  
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Figura 14. Patrón de la producción de citocinas en ratones silvestres y NOX-2 KO después de la inyección de glutamato 

en el estriado. La caracterización de la respuesta inflamatoria se llevó a cabo mediante la determinación de la 
concentración de citocinas en homogenados del estriado de ratones silvestres (WT) y NOX-2 KO determinada mediante 
ensayos de inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) a las 1, 6, 12 y 24 h después de la administración de solución salina 
(SS) o glutamato (Glu) como se detalla en la sección de métodos. (A) Interleucina-1β (IL-1β), (B) interleucina-4 (IL-4), (C) 
interleucina-6 (IL-6), (D) interleucina-10 (IL-10), (E) interleucina-12 (IL 12), (F) factor de necrosis tumoral α (TNF-α) y (G) 
factor de crecimiento transformante β (TGF-β). Los datos se expresan como picogramos por miligramo de proteína y 
corresponden a la media ± SEM de tres experimentos independientes. * p <0,05 frente al control de solución salina 
correspondiente; ϕp <0.05 frente al correspondiente ratón WT tratado con glutamato. 

 

Con respecto a la producción de citocinas antinflamatorias, medimos la concentración de 

IL-4, IL-10 y TGF-β, citocinas relacionadas con la resolución del proceso inflamatorio en el 

SNC (Dinarello, 2007; Lobo-Silva et al., 2016). Una hora después de la administración de 

glutamato, los ratones NOX-2 KO mostraron un aumento de casi el doble, en la producción 

de IL-4, en comparación con el control de solución salina (NOX-2 KO 586 ± 42 vs NOX-2 KO 

+ SS 330 ± 32 pg / mg−1 de proteína; p <0.05), mientras que en los ratones WT, el glutamato 

indujo un aumento del 125% con respecto a su control (WT + GLU 443 ± 20 vs WT + SS 335 

± 18 pg / mg-1 proteína; p < 0.05). La diferencia observada entre los ratones WT y NOX-2 KO 

se incrementó notablemente a las 6 h (WT 357 ± 54 vs NOX-2 KO 685 ± 65 pg / mg−1 de 
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proteína, p <0,05; Figura 14E). A las 12 y 24 h, no se observó diferencia entre los grupos y 

los valores volvieron a niveles del control.  

Por otra parte, la administración de glutamato causó un aumento de IL-10 a las 6 h, en 

ratones NOX-2 KO en comparación con los ratones WT (WT 158 ± 14 vs NOX-2 KO 384 ± 42 

pg / mg-1 de proteína, p <0,05), el cual disminuyó a las 12 h (WT 136 ± 34 vs NOX-2 KO 234 

± 24 pg / mg-1 de proteína, p <0,05). En cambio los ratones WT mostraron un aumento de 

IL-10 solo a las 24 h, mientras que los niveles en el grupo NOX-2 KO disminuyen a este 

tiempo (WT 263 ± 21 vs a NOX-2 KO 178 ± 18 pg / mg-1 proteína, p <0.05; Figura 14F). 

Con respecto a la producción de TGF-β (Figura 14G), una citocina reguladora negativa, 

observamos un aumento desde 1 h tanto en ratones WT como en NOX-2 KO tratados con 

glutamato a la hora (WT 360 ± 59 frente a NOX-2 KO 427 ± 56 pg/mg−1 proteína, p <0.05). 

Este aumento se mantuvo hasta las 24 h en ambos grupos, alcanzando una concentración 

máxima a las 12 h (WT: 372 ± 91 vs NOX-2 KO: 893 ± 79 pg / mg-1 proteína, p <0.05) en 

ratones NOX-2 KO y a las 24 h en ratones WT (WT 557 ± 45 frente a NOX-2 KO 789 ± 69 pg 

/ mg-1 de proteína, p <0.05). Estos resultados sugieren que el cambio en el perfil de las 

citocinas en los ratones NOX-2 KO se caracteriza por un aumento en la producción de 

citocinas antiinflamatorias en los primeros tiempos durante el evento excitotóxico. 

10.6 La administración de la IL-4 previene parcialmente la lesión 

excitotóxica en ratones WT. 

Una de las diferencias más evidentes en la respuesta de los ratones NOX-2 KO al daño 

excitotóxico fue el aumento en la producción de citocinas antinflamatorias; por lo tanto, 

procedimos a evaluar los parámetros de lesión y degeneración neuronal en animales WT 

tratados simultáneamente con glutamato e IL-4 ó IL-10 exógenas. En la Figura 15A se 

muestran cortes representativos del estriado de animales WT teñidos con violeta de cresilo 

y FjB. El tratamiento con IL-4 disminuye significativamente  el volumen de la lesión (WT 1.2 

± 0.14 vs WT + IL-4 0.72 ± 0.05 p <0.05; Figura 15B), así como una menor cantidad de células 

en degeneración (WT 82.3 ± 11.1 vs WT + IL-4 35.4 ± 4.7 células / mm2, p <0.05, Figura 15C) 

en comparación los ratones tratados solo con glutamato.  
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Figura 15. Efecto de la IL-4 sobre la lesión del estriado y la degeneración neuronal en ratones WT tratados con 

glutamato. Los cortes histológicos se obtuvieron después de 24 h de la administración intracerebral de NaCl al 0.9% (ss), 
solo glutamato (GLUT) o glutamato + IL-4 0.7 ng/mL (GLUT+IL4) como se detalla en métodos. (A) Micrografías 
representativas de cortes coronales del cuerpo estriado teñidos con violeta de cresilo y FjB. La línea de puntos delimita el 
área de la lesión de los ratones tratados con glutamato. Las barras de escala representan 200 μm (10x). (B) La 
cuantificación del volumen de la lesión 24 h después de la administración de ss o glutamato, se expresa en milímetros 
cúbicos. (C) El número total de células positivas para FJB se contó en tres secciones por ratón. Los datos se expresan como 
la media ± SEM de seis experimentos independientes. * p <0,05 frente al control de solución salina (S.S.); ϕp <0.05 frente 
al ratón tratado solo con glutamato (GLUT).  
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10.7 La IL-4 regula la actividad de la NOX y la activación de la 

caspasa-3 en el proceso excitotóxico en ratones WT 

Dado que los ratones NOX-2 KO mostraron un aumento en la producción de IL-4, 

exploramos la posibilidad de la regulación recíproca a través de la determinación de la 

actividad de las NOX en ratones WT tratados con IL-4. En estas condiciones, los ratones WT 

tratados con IL-4 mostraron una reducción del 50% en la actividad de NOX inducida por el 

glutamato solo a las 12 h (GLU 85 ± 12% y GLU + IL-4 vs 44 ± 12% por encima del control p 

<0,05; Figura 16).  
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Figura 16. Actividad de la NOX en ratones WT tratados con IL-4 y glutamato. La actividad de las NOX se evaluó en 

ratones WT tratados con NaCl al 0.9% (S.S.), glutamato (GLU) o glutamato + IL-4 0.7 ng / mL (GLU+IL-4). La actividad de 
las NOX se midió por la fluorescencia resultante de la oxidación con dihidroetidio (DHE) a etidio (Eth) en homogenados de 
estriados de ratones después de la administración de glutamato de 0.5 a 24 h (0,5, 1, 3, 6, 12 y 24 h). Los datos se expresan 
como el cambio en la fluorescencia en relación con el grupo tratado con ss. Los valores se expresan como la media ± SEM 
de tres experimentos independientes. * p <0.05 frente al control de salina correspondiente; ϕp <0.05 frente al 
correspondiente ratón tratado solo con glutamato. Control=1. 

De acuerdo con lo anterior, los ratones tratados con IL-4 también mostraron una reducción 

significativa en la activación de la caspasa-3 a las 12 (GLU 249 ± 10% vs GLU + IL-4 187 ± 9% 
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en comparación con los controles, p <0.05) y 24 h (GLU 229 ± 9% vs GLU + IL-4 172 ± 10% 

en comparación con el control p <0,05; Figura 17). 
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Figura 17. Actividad de la caspasa-3 en ratones WT tratados con IL-4 después de la administración de glutamato. La 

caspasa-3 activa se midió en homogenados de estriado de ratones tratados con NaCl al 0.9% (SS), glutamato (- IL-4) o 
glutamato + IL-4 0.7 ng/mL (+ IL-4) después de 1, 3, 6, 12, y 24 h. La fluorescencia producida por la escisión del sustrato 
específico para caspasa-3 se cuantificó como unidades relativas de fluorescencia (FRU). Los datos se expresan como el 
cambio en la cantidad de fluorescencia en relación con el control de solución salina sin IL-4. Los valores se expresan como 
la media ± SEM de tres experimentos independientes. * p <0,05 frente al control de solución salina correspondiente; ϕp 
<0.05 frente al tiempo correspondiente de ratones tratados solo con glutamato. Control=1. 

10.8 La administración de la IL-10 reduce la lesión inducida por daño 

excitotóxico en ratones WT. 

Después de la administración de glutamato, encontramos que el volumen de la lesión 

también se redujo notablemente en ratones tratados con IL-10. Se muestran cortes 

representativos de estriado de animales WT teñidos con violeta de cresilo y FJB (Figura 18A). 

Los animales tratados con IL-10 mostraron una disminución de más del 60% en el volumen 

de la lesión en comparación con los ratones no tratados (GLU 1.2 ± 1.14 vs GLU + L-10 0.45 

± 0.05mm3 p <0.05; Figura 18B). En cuanto a las células en degeneración, la administración 
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de IL-10 también disminuyó el número de células positivas a FjB en un 60% (GLU 83.4 ± 11.3 

vs GLU + IL-10 32.3 ± 4.6mm3 p <0.05; Figura 18C). 

 

Figura 18. Efecto de la IL-10 sobre el volumen de la lesión y la degeneración neuronal en ratones WT tratados con 

glutamato. Se obtuvieron cortes histológicos de ratones WT después de 24 h de la administración intracerebral de NaCl al 
0.9% (SS), glutamato (GLUT) o glutamato +IL-10 0.4 ng/ml (GLUT + IL-10) como se detalla en la sección de métodos. (A) 
Micrografías representativas de cortes coronales de estriado teñidas con violeta de cresilo y FjB. La línea de puntos delimita 
el área de la lesión de ratones tratados con glutamato. Las barras de escala representan 200 μm (10x). (B) Cuantificación 
del volumen de la lesión 24 h después de la administración de ss o de glutamato, el resultado se expresa en mm3. (C) 
Número total de células FJB positivas contadas en tres cortes por ratón. Los datos se expresan como la media ± SEM de 
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seis experimentos independientes. * p <0,05 frente al control de solución salina (S.S.); ϕp <0.05 frente al ratón 
correspondiente tratado solo con glutamato (GLUT)  

10.9 La IL-10 regula negativamente a la actividad de las NOX y la 

activación de la caspasa-3 en ratones WT 

Cuando los animales WT se trataron simultáneamente con glutamato e IL-10, la actividad 

de las NOX se redujo notablemente en comparación con los ratones inyectados solo con 

glutamato a 1 h (GLU 231 ± 25% vs GLU + IL-10 108 ± 7% sobre el  control, p <0,05), así como 

a las  6 h (GLU 141 ± 5% vs GLU + IL-10 115 ± 4% sobre el control, p <0,05); y 12 h (GLU 195 

± 12% frente a GLU + IL-10 132 ± 7% del control, p <0,05). Sin embargo, 24 h después del 

ataque excitotóxico, ambos grupos mostraron niveles similares de la actividad enzimática 

(GLU 147 ± 4% frente a GLU + IL-10 134 ± 5% p> 0.05; Figura 19). 
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Figura 19. Actividad de las NOX en ratones silvestres tratados con IL-10 y glutamato. La actividad de las NOX se 

evaluó en ratones silvestres WT tratados con NaCl al 0.9% (SS), glutamato (GLU) o glutamato + IL-10 0.4 ng/mL (+IL-10) 
como se detalla en la sección de métodos. La determinación de la actividad de las NOX se midió como el cambio en la 
intensidad de fluorescencia resultante de la oxidación del dihidroetidio (DHE) a etidio (Et) en homogenados del estriado de 
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ratón después de 0.5, 1, 3, 6, 12 y 24 h de la administración de glutamato. Los datos se expresan como el cambio de la 
fluorescencia de Et en relación con la solución salina sin IL-10. Los valores se expresan como la media ± SEM de tres 
experimentos independientes. * p <0,05 vs el control de ss correspondiente; ϕp <0.05 vs al tiempo correspondiente de 
ratones tratados con glutamato. Control=1. 

En estas condiciones, la IL-10 también disminuyó la actividad de la caspasa-3. Como 

mostramos anteriormente, la administración de glutamato promueve el aumento de la 

caspasa-3 activa desde las 6 y hasta las 24 h de la inyección. En estos tiempos, la 

administración conjunta de IL-10 redujo la activación de la caspasa-3 en un 90% a las 3 (GLU 

201 ± 18% vs GLU + IL-10 112 ± 4% sobre el control, p <0.05) y 24 h (GLU 228 ± 27 % vs GLU 

+ IL-10 118 ± 6% sobre el control, p <0.05); en cuanto a las 6  y 12 h, la administración de IL-

10, disminuyó la actividad de la caspasa-3 aproximadamente en un 50% (GLU 270 ± 30% vs 

GLU + IL-10 194 ± 15% de los controles, p <0,05; GLU 249 ± 10% vs GLU + IL-10 177 ± 6 % 

comparado con los controles, p <0.05; Figura 20). 
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Figura 20. Caspasa-3 activa en ratones tratados con IL-10 y glutamato. La caspasa-3 activa se midió en homogenados 

del estriado de ratones WT tratados con NaCl al 0.9% (SS), glutamato (IL-10) o glutamato + IL-10 0.4 ng/mL (GLU+ IL-10) 
a 1, 3, 6, 12, y 24 h después de la administración de glutamato. La fluorescencia producida por la ruptura del sustrato 
específico se cuantificó en unidades relativas de fluorescencia (FRU). Los valores se cuantificaron como el cambio en la 
cantidad de fluorescencia en relación con el control de ss. Los valores se expresaron como la media ± SEM de tres 
experimentos independientes. * p <0,05 frente al control de ss correspondiente; ϕp <0.05 vs al tiempo correspondiente de 
ratones WT tratados con glutamato. Control=1. 
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10.10 La administración de la IL-10 mejora la recuperación 

motora en ratones WT después del daño excitotóxico 

Los ratones tratados con IL-10 tuvieron un mejor desempeño en las pruebas de conducta 

motora después de la administración de glutamato (Figura 21). En la prueba de cilindro, los 

ratones tratados con IL-10 mostraron un rendimiento similar a los que no recibieron IL-10 

(GLU 10 ± 3% vs GLU + IL-10 8 ± 2 contactos unilaterales p <0,05) después de 1 h de la 

cirugía; sin embargo, loa ratone tratados con IL-10 fueron capaces de recuperar los niveles 

basales a las 6 h (GLU 82 ± 5% vs  GLU + IL-10 20 ± 4% de contactos unilaterales, p <0.05), 

mientras que esto no ocurrió en los ratones no tratados (Figura 21A). En la prueba del 

adhesivo, los ratones tratados con IL-10 también pudieron recuperar el rendimiento inicial 

desde las 3 h (GLU 55 ± 8 s y GLU + IL-10 20 ± 6,5 s, p <0,05), mientras que los no tratados 

no recuperaron los niveles basales en las 24 h observadas (GLU 36 ± 5 s frente a GLU + IL-

10 15 ± 5 s, p <0,05; Figura 21B). En la prueba de la rejilla invertida, los ratones tratados con 

IL-10 tuvieron un mejor desempeño que los ratones no tratados, esto desde la primera hora 

tras el tratamiento con glutamato (GLU 5 ± 4 s frente a GLU + IL-10 26 ± 3 s p <0,05). Los 

animales tratados con IL-10 tuvieron un desempeño similar al del grupo de control después 

de las 12 h (SS 58 ± 2 s frente a GLU + IL-10 50 ± 4 s, p> 0,05), mientras que los ratones WT 

no tratados son incapaces de recuperar los niveles basales (Figura 21C). 

La mejoría observada en las pruebas individuales se reflejó en el NDS (Figura 21D). Al 

implementar esta escala, observamos una puntuación significativamente más alta en 

ratones tratados con IL-10 desde las 3 h (GLU 3 ± 2 puntos y GLU + IL-10 22 ± 4 puntos p 

<0,05); esta puntuación fue incrementándose progresivamente, hasta alcanzar valores 

similares a los observados en el grupo control a las 24 h (GLU 11 ± 5 puntos y GLU + IL-10 

40 ± 3 vs S.S. 40 puntos p <0.05; Figura 21D). Los ratones que se inyectaron solo con 

glutamato también mostraron un aumento progresivo en la puntuación motora, sin 

embargo, no alcanzaron valores del grupo control. 
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Figura 21. IL-10 mejora la recuperación motora en ratones WT después de la administración de glutamato. Se analizó 

el desempeño motor de ratones silvestres inyectados con NaCl al 0.9%(SS), glutamato 1M (GLUT) y glutamato +IL-10 0,4 
ng/mL (GLUT+IL-10) en tres pruebas de comportamiento motor después de 1, 3, 6, 12, y 24 h de la inyección de glutamato. 
Estas pruebas se integraron posteriormente para obtener una puntuación motora que refleja el deterioro funcional. (A) En 
la prueba de cilindro, cada ratón obtuvo un porcentaje basado en la proporción de exploraciones unilaterales realizadas 
en tres ensayos, de 3 min cada uno; el porcentaje se expresa como la media ± SEM de ocho pruebas independientes. (B) La 
prueba de remoción del adhesivo que cuantifica el tiempo en que los animales retiran una etiqueta colocada previamente 
por el examinador. El tiempo de remoción se cuantificó en segundos y se expresó como la media ± SEM de seis animales 
independientes. (C) El tono y la fuerza muscular de las cuatro extremidades se evaluaron exponiendo a los ratones a la 
prueba de la rejilla invertida en la que se cuantificó el tiempo de caída en tres oportunidades no consecutivas de un máximo 
de 60 s de duración. Los resultados se expresan como la media ± SEM de la latencia de la caída, de seis pruebas 
independientes. (D) Para integrar las tres pruebas anteriores, se asignó un puntaje arbitrario al rendimiento de cada 
animal, otorgando el puntaje más alto al desempeño adecuado de los ratones inyectados con solución salina (45 puntos). 
Los resultados se expresan en unidades arbitrarias de puntaje, como la media ± SEM de seis pruebas independientes. * p 
<0,05 vs ell control de ss correspondiente; ϕ p <0.05 frente al ratón tratado con glutamato. 
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11. Discusión 

En lesiones del SNC causadas por diversas patologías, tales como la isquemia o el 

traumatismo encefálico, las neuronas pierden la capacidad de controlar la homeostasis 

iónica minutos después de la lesión primaria, lo que resulta en el aumento del Ca2+ 

intracelular, despolarización, liberación de glutamato, alteración de la función mitocondrial, 

falla energética y producción de ERO (Satoh et al., 2005; Zhao et al., 2006; Guerriero et al., 

2015). Aunque estos eventos ocurren durante los primeros minutos u horas posteriores al 

evento nocivo, se sabe que determinan en gran medida la extensión del daño cerebral y la 

respuesta inflamatoria, fenómenos que prevalecen por meses e incluso años. Esta relación 

se ha demostrado en diversos modelos de daño excitotóxico; por ejemplo, el uso de 

bloqueadores de los NMDAR durante los primeros minutos del evento excitotóxico en 

modelos experimentales de isquemia, reducen notablemente el daño neuronal y la 

neuroinflamación (Hill et al., 2017).  

Diversos estudios postulan que la magnitud del daño primario se asocia también con la 

adquisición de las características de la respuesta inflamatoria, las cuales son responsables 

de la reparación y recuperación funcional del tejido (Diaz-Arrastia et al., 2014; Rich et al., 

2016). Por lo tanto, este estudio obedeció a la necesidad de evaluar los procesos que tienen 

lugar durante las primeras etapas de la lesión cerebral, particularmente los concernientes 

a la NOX-2, con el fin de comprender su relevancia sobre el proceso inflamatorio posterior. 

En modelos animales, la administración de glutamato produce una sobreestimulación de 

sus receptores, lo que está asociado al desarrollo del estrés oxidante y muerte neuronal; 

eventos relacionados a su vez con la instauración de una respuesta inflamatoria (Batlle et 

al., 2015). Durante este proceso, las ERO son pieza clave, ya que participan directamente 

en la muerte neuronal y otros procesos fisiológicos paralelos que también se ven afectados 

por la excitotoxicidad (Maycotte et al., 2010; Choi et al., 2015). Varias fuentes celulares de 

ERO están involucradas en el daño excitotóxico, sin embargo, cada vez hay más evidencia 

que señala a la familia de las NOX como parte clave del proceso. Esto debido a que su única 
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función conocida es la producción de ERO y a que su activación está estrechamente 

relacionada con la muerte neuronal (Coyoy et al., 2008; Maycotte et al., 2010).  

Los siete homólogos de la familia NOX, tienen localizaciones subcelulares diferentes, y su 

activación está asociada con varias vías de señalización celular (Padgett et al., 2015; Dai et 

al., 2018). En particular, sabemos que la NOX-2 está involucrada en la muerte neuronal, ya 

que su inhibición reduce notablemente el daño neuronal en modelos de isquemia, 

hipoglucemia y trauma encefálico (Páramo et al., 2013, Hirano et al., 2015, Chandran et al., 

2017), patologías en las que la excitotoxicidad es un componente fundamental del daño. 

 En estudios anteriores, demostramos que en cultivos primarios de neuronas granulares de 

cerebelo, la inhibición farmacológica de NOX, disminuye la muerte apoptótica causada por 

diferentes estímulos (Coyoy et al., 2008; Guemez-Gamboa y Moran, 2009). También hemos 

confirmado la participación de NOX-2 en la muerte neuronal por excitotoxicidad en 

modelos animales, mediante su inhibición genética y farmacológica (Guemez-Gamboa et 

al., 2011), lo que concuerda con lo reportado por otros grupos (Altenhöfer et al., 2012). 

En el presente estudio, corroboramos que los ratones NOX-2 KO son menos susceptibles al 

daño excitotóxico comparados con los ratones WT, evidenciado por una lesión más 

pequeña y un menor número de células positivas a FjB en ratones NOX-2 KO tratados con 

glutamato (Figura 9). Así mismo, también, corroboramos que las NOX aumentan su 

actividad en respuesta a la administración de glutamato y que dicho aumento depende 

mayormente de la NOX-2, la cual se asocia al aumento del daño excitotóxico. Encontramos 

que en este modelo, el aumento presentó dos picos máximos (1 y 12 h después de la 

administración de glutamato); dado que ambos picos de actividad de las NOX ocurren con 

12 h de diferencia (Fig. 10), dado lo anterior, sugerimos que cada uno obedece a un 

mecanismo distinto de activación. Nuestra hipótesis es que, el primer aumento en ERO es 

parte de la respuesta directa al aumento extracelular de glutamato, mientras que el 

segundo aumento corresponde a la respuesta celular promovida para la recuperación de la 

homeostasis; sin embargo, se requieren más estudios para probar esta posibilidad. 
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Nuestros resultados corroboran que la deficiencia de NOX-2 se asocia con una menor 

activación de caspasa-3 (Figura 12), probablemente como resultado de una disminución en 

las vías de señalización apoptótica. Es probable, sin embargo, que el efecto neuroprotector 

observado en los ratones NOX-2 KO también sea resultado de la disminución del daño inicial 

y de una menor producción de mediadores que activen vías de señalización de muerte. 

Estos hallazgos correlacionan con trabajos previos, en los cuales se reportó que el aumento 

de la actividad de NOX-2 se asocia con la activación de caspasa-3 y, por lo tanto, con la 

muerte apoptótica (Guemez-Gamboa y Moran, 2009; Altenhöfer et al., 2012). Es 

importante enfatizar que el daño excitotóxico incluye otros mecanismos de muerte celular 

(necrosis y autofagia) y que la falta de actividad de NOX-2 no previene completamente la 

muerte celular. 

Las lesiones del cuerpo estriado generalmente se traducen en pérdida en la función 

sensoriomotora y la ejecución del movimiento de extremidades delanteras. Nuestros 

resultados muestran una clara correlación entre el tamaño de la lesión y la función motora. 

Tanto en ratones WT como en NOX-2 KO tratados con glutamato, la función motora inicial 

se vio afectada de manera similar, probablemente debido a la acción del glutamato en los 

circuitos neuronales del estriado. Sin embargo, esta condición mejora más rápido en los 

animales NOX-2 KO, de acuerdo con el daño observado en ambos grupos de animales 

(Figura 13). El aumento de la actividad de NOX-2 es relevante para el daño excitotóxico y el 

proceso inflamatorio, ya que se sugiere que contribuye, junto con las citocinas 

proinflamatorias, al deterioro de la función y al daño secundario orquestado por microglia 

y amplificado por la astroglía (Lawrence et al., 1998; Pepe et al., 2017). 

La inflamación persistente puede promover una lesión tisular secundaria a través del exceso 

de producción de factores proinflamatorios, tales como TNF-α, IL-1β e IL-6. Estos factores 

proinflamatorios promueven la polarización de la microglia y astroglía al fenotipo M1 y A1 

respectivamente, lo que a su vez causa la muerte neuronal. La suma de estos eventos 

resulta en el aumento de la lesión inicial y una mala resolución del daño. En un estudio 

anterior, observamos que durante el daño excitotóxico la microglia activada en los ratones 

NOX-2 KO mostraba diferentes características morfológicas en comparación con los 
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animales WT (Guemez-Gamboa et al., 2011). En el presente trabajo, observamos que los 

ratones NOX-2 KO, no solo exhiben cambios en la morfología microglial, sino un perfil 

diferente de producción de citocinas. En este modelo encontramos que el patrón de 

producción de citocinas en los ratones NOX-2 correspondió al aumento de citocinas 

antiinflamatorias como la IL-4, la IL-10 y el TGF-β, solo unas horas después del inicio de la 

lesión (Figura 14). 

Como se esperaba, observamos un aumento en la producción de IL-1β después de 6 y 12 h 

de tratamiento con glutamato. Sin embargo, en el caso de la IL-1β no se observaron 

diferencias entre los ratones WT y NOX-2 KO después del tratamiento con glutamato (Figura 

14). Esto contrasta con los resultados observados en un modelo de traumatismo cerebral, 

donde la deficiencia de la NOX-2 indujo una expresión más baja de IL-1β después del trauma 

(Pawate et al., 2004). Este hallazgo podría explicarse por evidencia en otros modelos, en los 

cuales, se ha sugerido que las ERO mitocondriales también desempeñan un papel clave en 

el proceso inflamatorio a través de la activación del inflamasoma NLRP3, el cual regula 

enzimáticamente la producción de IL-1β (Dostert et al., 2008; Heid et al., 2013). 

Adicionalmente, a pesar de que inicialmente se sugirió que las ERO derivadas de NOX eran 

necesarias para la activación del inflamasoma NLRP3 (Hornung et al., 2008), se ha visto que 

en macrófagos de ratón deficientes en NOX, la producción de IL-1β no se ve afectada (Pal 

et al., 2016). Esta observación sugiere que los mecanismos involucrados en la activación de 

NLRP3 y la producción de IL-1β dependen de la fuente que produce ERO y del mecanismo 

de lesión. Posiblemente en nuestras condiciones experimentales, otras fuentes de ERO 

diferentes a las NOX, intervienen de manera más relevante en la producción de IL-1β. 

Uno de los hallazgos más notables en este estudio es que en los ratones NOX-2 KO, la 

producción de IL-4 aumenta rápidamente durante el proceso excitotóxico, lo que 

correlaciona con informes anteriores, que sugieren que la IL-4 contribuye a la polarización 

de la microglia y la astroglía a un fenotipo M2 y A2 respectivamente, la cual promueve una 

respuesta antiinflamatoria. Evidencia reciente muestra que las neuronas que sobreviven a 

un estímulo nocivo (por ejemplo, isquemia) responden aumentando la producción y 

liberación de IL-4 (Kim et al., 2015). Aunque los efectos de la IL-4 en la supervivencia 
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neuronal no se han descrito ampliamente, se sabe que su aumento puede promover la 

liberación de factores neurotróficos que favorecen la reparación axonal y la supervivencia 

neuronal. 

En el estudio actual, el aumento de IL-4 en los ratones NOX-2 KO sugiere que NOX-2 podría 

participar en la regulación negativa de esta interleucina. Esto puede influir directamente en 

la dinámica de la respuesta inflamatoria, ya que la IL-4 contribuye de manera decisiva a la 

adquisición de un fenotipo microglial antiinflamatorio productor de IL-10. También cabe 

destacar que durante el daño excitotóxico, el aumento de la actividad de NOX-2 se 

correlacionó temporalmente, con la disminución de las citocinas antiinflamatorias y el 

aumento de los mediadores proinflamatorios, lo que coincide con lo informado por otros 

grupos que postulan que las NOX regula la producción y liberación de citocinas 

antiinflamatorias (Ferreira et al., 2014; Zhu et al., 2017).  

De manera interesante, encontramos que la producción de IL-10 también se incrementa 

notablemente, probablemente inducida por la IL-4 (Lobo-Silva et al., 2016), como se 

mencionó arriba. Se sabe que la estimulación de los receptores microgliales IL-4Rα 

promueven la activación de varias vías de señalización, incluida la activación de Janus kinase 

3 / transcription 6 (JAK3 / STAT6) y el sustrato receptor de insulina 2 (IRS2). Esta situación 

promueve la expresión de IL-10 por el factor nuclear kappa-potenciador de la cadena ligera 

de las células B activadas (NFκB) y regula negativamente la producción de interleucinas 

proinflamatorias por el supresor de la señalización de citocinas 1 (CS1) (Ferreira et al., 

2014). 

Se sabe que la unión de IL-10 a sus receptores neuronales (IL-10R) activa la vía JAK2 / STAT3, 

lo que reduce el estrés oxidante y promueve la supervivencia neuronal (Zhu et al., 2017). Es 

posible que parte de la disminución en la activación de caspasa-3 y la muerte celular 

observada en los animales NOX-2 KO sea una consecuencia de la disminución en la 

producción de ERO inducida por la activación del IL-10R durante el evento excitotóxico. En 

nuestro modelo, una única dosis intraestriatal de la IL-10 recombinante disminuyó la 

activación de caspasa-3 en ratones WT sometidos a daño excitotóxico (Figura 20); cabe 
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destacar que la concentración de IL-10 administrada, fue similar a la encontrada en los 

ratones NOX-2 KO sometidos al evento excitotóxico. Nuestros resultados mostraron que el 

tratamiento con IL-10 regula negativamente la actividad de las NOX (Figura 19), lo que 

también podría estar asociado con la reducción del estrés oxidante y con la disminución de 

la muerte neuronal. 

En contraste con lo que observamos en los ratones NOX-2 KO (Figura 12), la administración 

de IL-4 no disminuyó la activación de la caspasa-3 inducida por el tratamiento con glutamato 

en la fase inicial (3 y 6 h), sino hasta las 12 y 24 h (Figura 17). Esto sugiere que la acción 

neuroprotectora de la IL-4 podría ser relevante solo durante la fase secundaria, siendo el 

proceso inflamatorio el objetivo más probable. Esto concuerda con que la administración 

de una dosis única de IL-4 reduce notablemente el volumen de la lesión (Figura 15), pero de 

nuevo, sus efectos sobre la disminución de la actividad de NOX (Figura 16) y la actividad de 

la caspasa-3 dependen de la activación de otros intermediarios. 

En función de nuestros hallazgos, incluido el curso temporal de los diferentes parámetros 

evaluados, podemos delimitar dos fases en la progresión del daño neuronal inducido por la 

administración de glutamato: una respuesta inicial, desde la administración de glutamato y 

hasta las 6 h posteriores y una respuesta secundaria, desde 6 h y hasta 24 h después del 

procedimiento. En ratones WT, la fase inicial se caracteriza por un aumento en la actividad 

de NOX y la producción de IL-12, lo que promueve un estado proinflamatorio y un deterioro 

severo de la función motora. Durante la respuesta secundaria, predomina un entorno 

proinflamatorio (aumento de la producción de IL-1β, IL-6 y TNF-α, así como de la actividad 

de NOX), que promueve la muerte neuronal apoptótica. En contraste, en los ratones NOX-

2 KO, la respuesta inicial se caracteriza por un aumento en la producción de IL-4 e IL-10, lo 

que probablemente contribuye a una disminución de la muerte apoptótica y una mejor 

recuperación funcional (Figura 22) 
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Figura 22. Curso temporal de la muerte celular, déficit motor y respuesta inflamatoria. Curso temporal comparativo 

entre los parámetros medidos en los ratones WT (columna izquierda) vs los ratones NOX-2 KO (Columna derecha). 

En conjunto, estos resultados nos llevan a proponer que la neuroprotección resultante de 

la inhibición genética de NOX-2 podría deberse, al menos parcialmente, al aumento 

temprano de la producción de citocinas antiinflamatorias, lo que a su vez disminuye la lesión 

secundaria al daño excitotóxico y mejora la recuperación funcional (Figura 23). 
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Figura 23. Curso temporal de la activación de las NOX, la caspasa 3 activada y el déficit motor en animales WT 

tratados con IL-4 e IL-10. Curso temporal comparativo entre los parámetros medidos en los ratones WT tratados con glu 
(columna izquierda) vs los ratones WT tratados con glu+IL-4 (columna central) vs los ratones tratados con glu+IL-10 
(Columna derecha). 

12. Conclusiones 

La liberación de citocinas proinflamatorias durante el evento excitotóxico promueve la muerte 

apoptótica de las neuronas que sobrevivieron al daño inicial después de la administración de glutamato. 

Durante el proceso excitotóxico y la respuesta inflamatoria posterior, las ERO generadas por la NOX-2 

desempeñan un papel decisivo en la extensión de la lesión y, por consiguiente, en la gravedad del 

compromiso funcional. La neuroprotección observada en ratones NOX-2 KO podría deberse, a una 

respuesta diferencial contra el daño excitotóxico, caracterizada por una mayor producción de citocinas 

antiinflamatorias, como la IL-4, lo que contribuye a su vez a la producción de IL-10, citocina ampliamente 

caracterizada como neuroprotectora (Figura 24).  
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Figura 24. Modelo propuesto del daño excitotóxico y la respuesta inflamatoria secundaria en ratones NOX-2 KO. (A) 
Representación de la progresión del daño excitotóxico y la respuesta inflamatoria secundaria, en animales WT. Propuesta del 
mecanismo de neuroprotección observada en ratones NOX-2 KO en (B) la muerte neuronal inicial, (C) la activación de la microglia 
y (D) la muerte neuronal apoptótica secundaria.  
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