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l. INTl~ODUCCION 

1 TRANSMISION SINAPTICA GLUTAMATERGICA 

Sin11psis· 

Desde que los trabajos de Santiago Ramón y Caja! en 1906 demostraron, con ayuda 

de la técnica de impregnación argéntica, que la neurona es la unidad estructural del sistema 

nervioso, numerosos estudios nos han llevado a conocer y comprender un poco más sobre 

su funcionamiento, incluyendo de manera primordial los mecanismos involucrados en la 

comunicación intcrneuronal. Esta comunicación se lleva a cubo en una estructura especifica 

llamada sinapsis, la cual está conformada por una estructura encargada de emitir la 

información, In presinapsis, y por una estructura receptora que responde ante el estímulo, la 

postsinapsis. 

En el sistema nervioso podemos encontrar dos, tipos de transmisión sináptica, la 

eléctrica y la química. En la primera, las células pre- y postsináptic~s se encuentran unidas 

por canales proteicos llamadas conexinas, las cuales permiten el paso directo de In corriente 

.eléctrica (Knndel y Siegelbaum, 2000). En la segunda, en cambio, las neuronas emisora y 

receptora se encuentran separadas por el espacio sináptico, por lo que es necesario que un 

compuesto químico, el neurotransmisor, sen liberado de la presinapsis en un sitio especifico 

llamado zona activa, para que difunda y llegue a la postsinapsis e interactúe con proteínas 

integrales de In membrana que reconocen especificamente al neurotransmisor, denominados 

receptores. En los mamíferos, las sinapsis químicas constituyen más del 98% del total. 

La comunicación interneuronal en las sinapsis químicas comienza cuando la 

neurona emisora genera un potencial de acción, como respuesta u estímulos recibidos, y 

éste se propaga a lo largo de su axón hasta la terminal presináptica. Como consecuencia del 

potencial de acción, la membrana cclular .. se despolariza, ocasionando la apertura de los 

canales de Caz+ sensibles a voltaje que se encuentran en las zonas activas. La entrada de 

Caz+ aumenta la concentración intracelular de este ion, lo que incrementa la probabilidad de 

que las vesículas que contienen el neurotransmisor, previamente sintetizado y almacenado. 

se fusionen con las zonas activas de la membrana presináptica, ocasionando la liberación de 

las moléculas al espacio sináptico. El neurotransmisor difunde una distancia de 20 a-40 nm 

hasta unirse a los receptores espec!licos que se encuentran principalmente en la 

2 



postsinapsis. Esta unión activa a los receptores desencadenando la siguiente fase de la 

comunicnción nerviosa. 

En In actualidad se sabe que existen diversos tipos de receptores; sin e'mbargo, 

podemos agruparlos en dos grandes categorías: los ionotrópicos y los mctabotrópicos. Los 

primeros son macromoléculas catalogadas como canales iónicos, debido a que constituyen 

al canal en sí, cuya región más externa sobresale de In membrana hacia la hendidura 

sináptica y está especializada en el reconocimiento del neurotransmisor. La activación del 

receptor ocurre cuando el transmisor se une a él y la macromolécula sufre un cambio 

conformacional que resulta en la apertura del canal, permitiendo el· paso a cationes· o 

aniones para los cuales es selectivamente permeable. Lo anterior se traduce en excitadón, 

si el canal permite la entrada a cationes, o inhibición ·si son aniones los que pasan hacia el 

interior de la célula. A diferencia de los receptores ionotrópicos, los metabotrópicos. no 

forman parte de un canal, sino que son macromoléculas qUe. actúan desencadena~do 
reacciones metabólicas intraeelulnrcs. Estos receptores se e~cucntran .ª~-ociados >a-~tras 
proteínas membranales denominadas proteínas G, las cuales se m~dificrin: al:'u~ii~e '.el 

-;- ... -.· '" ,, ' 

transmisor. Lo anterior desencadena reacciones enzimáticas ctiyo~productci~-5()rl.si:gundos 

mensajeros que activan enzimas cuya función es fosfo~ilar o d¿sfo~fÓ~ll~r ciiveis~s 
·:1 .·'-· 

proteínas celulares, incluyendo los propios receptores. , -~:,_~'\';~-.~'.,, -.. :. < ~:-., 
·- _. ··' - ·- '· , •• • :'-~": '.:· '- '. ·, • •,' '.· 1 • 

El sistema nervioso utiliza dos principales clases de sustiincias:quimiC:as pará.'ln" 

señalización: pequeñas moléculas transmisoras y péptidÓs n~Jioa~tí~ci§'.j~;.{n'{b¡{s(~stán 
: . :-':_":. :·. \~ '.·. :,::.l,<,::::~: ··,>c'<-,:.-·,'{,;_,_X.,<-~::::·.': .·_: ·'.: :; 

contenidos en vesiculas, pero tienen diferentes mecanism,os .de Hbéradón (Sch~~rtz,' 2000). -. 

Dentro de las moléculas pequeñas se encuentran la ac~tilcoHna; Í~~ ~J11Í~~~blci~énic~sy to's . 

aminoácidos. El ácido glutámico, el ácido aspártico, la ~H~i~~ ~'.~( á'~i<l~;~~~~i.~Ó~utí;ico 
son aminoácidos con función de neurotransmisor, siendo e~¡:itá,dores los;primcrós dos e 

inhibidorcs los otros dos. 

Acido gluhímico 
... ' . : . . ,·: ','.• ·. 

. ..· . ' 

La síntesis del ácido glutámico se lleva a.·.ca?o.en la terminal sináptica: In glutamina, · 

principal precursor de la poza .de glutámato' liberablc como neurotransmisor, se hidro liza 

por la acción de la glutaminasa dependlentb: de . fosfato, dando como resultado ácido 

glutámico y amonio (Daikhin y Yudkóff, 2000). Debido a que el glutamato se sintetiza en 
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el citoplasma, se requiere de un mecanismo de transporte activo para acumularlo en 

vesículas, es decir, por medio de un gradiente electroquímico de protones generado por In 

ATPasa vesicular dependiente de Mg2
+ (Fonnum el al, 1998). Como se había mencionado, 

111 llegada del potencial de acción a la terminal. sináptica inicia la exocitosis. es decir. el 

proceso de liberación del neurotransmisor, ya que la despolarización de la membrana abre 

los canales de Ca2+ sensibles a voltaje, siendo los del tipo N y del tipo P los involucrados en 

el proceso ncurosccrctor del glutamato (Tumer, 1998). También algunos receptores 

mctabotrópicos que reconocen al ácido glutámico se encuentran en la presinapsis 

modulando la liberación de este neurotransmisor (Gereau et al, 1995; Cartmell y Schoepp, 

2000). La relación entre la entrada de Ca2+ y la liberación del neurotransmisor es a través 

de las sinapsinas, que son proteínas asoci1ulas con la superficie de las vesículas sinápticas 

que contienen al glutamato, las eualCs ·son reguladas por fosforilación en respuesta a 

cambios en las concentraciones intracelula;es de c~2+ Uovanovic et al, 2001 ). Esto permite 

la fusión de las vesículas con la membrana presináptica y, por consecuencia, la liberación 

del neurotransmisor. 

En las sinapsis glutamatérgicas se pueden encontrar vario~ tipa"s de receptores, tres 

de tipo ionolrópico y los metabotrópicos: Los primeros inducen una transmisión sináptica 

rápida, mientras que los segundos, debido a que su acción es. a través de segundos 

mensajeros, modulan la transmisión sináptica lenta. Los receptores ionotrópicos reciben su 

nombre de acuerdo a su sensibilidad farmacológica, es decir, en función al agon.ista que los 

activa con mayor selectividad. Estos receptores se dividen en: NMDA, por reconocer al N

metil-D-aspartato, y los no-NMDA, que incluye a los que tienen sensibilidad por el ácido 

a-amino-3-hidroxi-5-metililoxazol-4-propiónico (AMPA), y al ácid.o kalnico (KA). Los 

metabotrópicos se dividen en tres grupos (grupos 1-111), con base en su'estructura molecular 

y homología de secuencias, mecanismos de transducción y farmacología (Nakanishi, 1994 ). 

El grupo 1, donde se encuentran los subtipos mGlul y mGlu5, está ligado positivamente a 

la. fosfolipasa C, la cual causa la hidrólisis de fosfoinosltidos en diacilglicerol (DAG) e 

inositol 1~4,5-trifosfato (!P3), que se une a receptores en el· retículo endoplásmico y, en 

consecuencia, ocasiona la liberación del Ca2+ desde esta estructura intracelular. El grupo 11 

(mGlu2 y mGlu3),Y el grupo lll (mGlu4, mGlu6, mGlu7 y mGlu8) se encuentran acoplados 

negativamente a la adenilato ciclasa, por lo que la activación de estos receptores provoca 
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una inhibición de la formación de AMPc estimulada por forskolina (Cartmell y Schoepp, 

2000). 

Los receptores AMPA y KA s.on selectivamente permeables al Na• y al K'. y ciertos 

subtipos del receptor AMPA pueden permitir la entrada de Ca2
•. Este receptor está 

compuesto por cuatro subunidades; GluR 1-4, las cuales pueden . fÓrmar complejos 
' . . . . 

homoméricos o heteroméricos. Se conocen cinco subunidades del receptor KA, GluRS-7 y 

KA 1-2, y se piensa que se presenta '.como complejo heteromérico comp,uesto de .por lo 

menos dos subunidndes difcrenies. A pesar.de esiar.am.pliamente distribuidos en el sistéma 

nervioso centr.al (SNC), los re~eptores KA: son menos abundantes que los AMPA 

(Wenthold y Roche, 1998). 

El canal integral del. receptor NMDA es altamente permeable al Ca2+, aunque 

también permite la entrada a Na• ya K+ (Nakanishi, 1992). Este receptor se encuentra 

estrictamente regulado, ya que tiene cinco diferentes sitios de unión a ligandos endógenos 

que influencian la probabilidad de apertura del canal. Dos de ellos son sitios de 

reconocimiento al glutamato (agonista) y a la glicina (modulador positivo); otroes un.sitio 

regulado por poliaminas y los dos restantes son sitios de reconocimiento al Mgi+ y al Zn2+, 

los cuales actúan como inhibidores cuando se encuentran unidos ni receptor; 

La glicina se denomina coagonista, ya que es necesario 'ta· unió~· sÍ~uttáriea del 
" '. ' . 

glutamato y la glicina para la activación del receptor. El sitio de unión a'.'gliclna en· el 

receptor NMDA es farmacológicamente distinto al que se e~cuentra ~n ~l re~epiod~l~ibidor 
activado por glicina. Las poliaminas, como la espenninn ·~ ~sp~Ínlidi~a; no se req~i~ren 
para la activación del receptor; sin embargo,. a c~n~entraciónes micromolares · son 

moduladores positivos, ya que aumentan la: po.sibilÍdai de apertura. del canal. Por el. 

contrario, si se encuentran a concentrac\onés más altas, las poliaminas producen un bloqueo 

del canal iónico dependiente de vol;aj~,'inhibiendÓ la activación del receptor (Dingledine y 
- - ' .. , . ~ : . ' . ' ' 

Bennett, 1994 ). 

Ln activación del receptor NMDA es inhibida por el Mg2•, ya que su sitio de unión. 

se encuentra dentro del canal. El blo.queo ejercido por este catión en el canal abiert~, es· 

dependiente de voltaje, por lo qué cua~dose despolariza la membrana por la entrada·d~ N.a•. 

a través de los receptores AMPA y KA, el Mg2• se desprende del canal. Otro bloqueador 

endógeno es el Zn2
\ pero a diferencia del Mg2

\ el bloqueo ocasionado por'este ion es casi 

independiente de voltaje (Dingledine y Bennett, 1994). 
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Al igual que el resto de los receptores al glutamato, los de tipo NMDA están 

formados por .varias subun.idacÍcs: NRl(con ocho isoformas), una familia de cuatro 

subunidadcs NR2 (A-0), y dos subunidades NR3 (A y 13). Todos los receptores NMDA 

runcionan como cnsi1mblcs heteroniéricos formados por múltiples subunidades NRI en 

combinación, pof'lo menos, con un tipo de las subunidades NR2. Las subunidades NR3, 

por si solas, no for~an receptores funcionales, pero se pueden coensamblar con Jos 

:cornplejos NRilNR2 (Cull-Candy et al, 2001). La combinación de las distintas subunidadcs 

·le confiere al receptor una gran variabilidad funcional en las propiedades electrofisiológicas 

y farmacológicas, lo que determina diferencias en afinidad por los agonistas, sensibilidad a 

los antagonistas, cinética de la respuesta y sensibilidad al bloqueo por Mg2
• (Nakanishi, 

1992). 

Estudios moleculares con el mRNA de las diferentes subunidades en el cerebro de la 

rata adulta demostraron que la subunidad NRI se encuentra en prácticamente todos Jos 

tipos celulares de todas las regiones cerebrales. El mRNA de la subunidad NR2A se 

expresa principalmente en Ja corteza cerebral y en el hipocampo, mientras que el mRNA de 

subunidad NR213 se distribuye en el cerebro anterior. En el cerebelo predomina el mRNA 

de la subunidad NR2C y en las regiones del d.iencéfal() y el. taJlo cerebral bajo se encuentra 

la NR2D (Nakanishi, 1992). 

El hecho de que el receptor. NMDA tenga diferentes mecanismos para su activación 

y su modulación es una prueba de ~ugra1d~p~riaricia en los diversos procesos en los que 

está involucrado. Uno de los rr;ecariis'~os más ·¡~~~rta~tes e en la regulación de los 

receptores es la fosforilación, la cuál es reversible;;, puede. o~asionar cambios prolongados 

en la función del receptor (Raymond ·et al, 1993): Se han encontrado varios sitios en los 

cuales las distintas subimidades del receptor NMDA pueden ser fosforiladas (MacDonald et 

al, 1998). Este punto se discutirá más ampliamente en la sección de Antecedentes. 

Exeitotoxieidad 

El principal neurotransmisor excitador del sistema nervioso central (SNC) de los 

mamíferos es el glutamato, el cual participa en gran variedad de procesos, tales como el 

desarrollo y la maduración d.e las neuronas, la percepción, el control motor, la memoria y el 

aprendizaje. Es por eso que alteraciones en el funcionamiento normal de la actividad 
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glutamatérgica se ven reflejadas o involucradas en la !isiopatolog!a de diversos 

padecimientos neurológicos, tanto de tipo agudo como crónicos, tales como la isquemia y 

el trauma cerebrales, la epilepsia y varias eníermec.lades neurodegencrativas, como la de 

Pnrkinson, Alzheimer, 1-luntington y la esclerosis lateral amiotró!ica (Massieu, 1999; Tapia 

et al, 1999). 

Un factor común en estos padecimientos neurológicos es una excesiva excitación 

mediada por glutamato (Obrenovitch y Urenjak, 1997), la cual desencadena una serie de 

mecanismos celulares que llevan a la muerte neuronal. Este proceso se conoce como 

excitotoxicidac.l y depende principalmente del füncionamiento de los receptores 

glutamatérgicos. 

También se acepta que el c.lai\o neuronal excitotóxico se debe, al menos en parte, a 

un aumento en la concentración intracelular de Ca2
• ocasionado, inicialmente, por, un~ 

excesiva entrada de_ este ion por los canales de calcio dependientes de voliaje, el 

intercambiador Na•1ca2
• y principalmente por los receptores NMDA (Massieu, 1999). 

Posteriormente, este incremento en la concentración de Ca2
• se ve ampli!ic~da por·_ un 

mecanismo denominado liberación de Cn2+ inducida por Ca2+, en el cuaÍ este ion ·es 

liberado del retículo endoplásmico (Reynolds, 1998). La activación de l()s\rcceptores 

metabotrópicos también contribuye al incremento en las concentraciones de_este catión, ya 

que el IP3 estimula su liberación de pozas internas. Toda esta acu~ulación de ca2
• 

conduce a la activación de diversas enzimas: 1) las proteasas, cuya. fünción es degradar 

proteínas estructurales provocando dni\o celular; 2) las fosfolipasas, las cual~s contribuyen 

al rompimiento de la membrana y a la liberación del ácido araquidónico, cuyo metabolismo 

favorece la producción de radicales libres (Mnssieu, 1999); y 3) las endonuclensas, que se 

en_cargan de la degradación de los ácidos nucleicos (Tapia et al, 1999). 

Existen, además, varios mecanismos mediante los cuales ocurre dai\o mitocondrial 

dependiente de calcio, como In generación de especies reactivas del oxigeno, transporte de 

este catión hacia el interior de la mitocondria y la consiguiente despolarización de la 

membrana_ mitocondrial. Todos los procesos descritos se potencian unos_ a otros en una 

relación de eventos que lleva a la muerte neuronal (Tapia et al; 1999). 
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2 l'OSFORILACION Y DESFOSFORILACION DE PROTEINAS 

En el sistema nervioso, la·. fosforilación de proteínas es un mecanismo clave en la 

plasticidad neuronal, ya que regula desde receptores y canales iónicos, vías de transducc.ión 

de señales, y síntesis y liberación de neurotransmisores, hasta la expresión de genes en el 

núcleo que son la base de los cambios sinápticos ligados a la memoria y el aprendizaje de 

largo plazo (Schulman, 1995). En este mecanismo de regulación celular participan cinasas 

de proteínas (PKs), cuya función es fosforilar regiones específicas de una proteína, y las 

fosfatasas de proteínas (PPs), las cuales eliminan el grupo fosfato. Este grupo se encuentra 

cargado negativamente, por lo que la fosforilación de una proteína altera la carga de ésta, lo 

cual puede cambiar su conformación y, por lo tanto, regular su función. 

Cinnsns de proteínas 

Debido a su estructura, sólo tres residuos dé aminoácidos pueden ser fosforilados 

por las cinasas de proteínas: la serina; la treonina y la tirosina.~ Con base en lo anterior, se 

clasifican en cinasas de proteínas de· serinnltreonina, y las cinasas de proteínas de tirosina. 

En todos los casos, estas enzimas catalizan la transfer~ncia del grupo f~sfato y-terminal del 

A TP al grupo hidroxilo del residuo de aminoácido respectivo, para lo cual se requiere de 
. . 

Mg2+ (Nestler y Greengard, 1999). En .muchos casos; las cinasas de proteínas de 

serinn/treonina son activadas por segundos mensajeros, y es a ·partir de éstos que se 

constituye una segunda clasificación de ellas. A continua~ión se me~cionanalgllnas de. las .. 

más importantes. 

Cinasa de proteÍlws dependiente de AMP cíclico (AMPc) (PKA) 

El AMPc es un segundó mensajero que se produce a partir del ATP ~orla acciÓn'de 

la adenil ciclasa, y es responsable de la activación de la PKA. Esta protel~~~Ciri~sa ~s .un 

tetrámero formado por dos subunidades reguladoras (R) y dos cat~líticas (C). Launión del 

AMPc con las subunidades R ocasiona la disociación del tetrámero y la liberación.de las 

subunidndes C activas. Los substratos de la PKA son receptores, canales iónicos sensibles a 

voltaje, proteínas citosólicas y factores nucleares de transcripción (Zimmermann, 1993 ). 

Cinasa de proteínas dependiente de GMP cíclico (GMPc) (PKG) 
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Esta enzima cstlÍ compuesta por un dímero de subunidades idénticas, las cuales 

tienen un dominio regulador, donde se une el GMPc, y un dominio catalítico. A diferencia 

de In l'KA, In activación de la PKG no vn acompañada de la separación de las subunidades. 

Esta proteino-cinnsn muestra una distribución celular limitada y menos sustratos específicos 

que In l'KA (Nestler y Greengard, 1999). 

Cinasas ele proteínas clepenclientes de calcio y calmodulina (CaAIKs) 

La cnlmodulina, pequeña proteína licida, es capaz de unir cuatro iones de calcio, 

formando el complejo responsable de la activación de este grupo de enzimas. El cerebro 

contiene al menos seis tipos de protefno-cinasas dependientes de Ca2•tcalmoduli~a. ·cada 

una con pro~icdades muy diferentes. Las CaM cinasas I, 11 y IV pose~n. 1.Ú1 dominio : 

nutoinhibidor, el cual interactúa con el dominio catalítico, manteniendo la enzÚ,.;a· i'nacÍiva 

cuando los niveles de calcio son basales (Cruzalegui y Bading, 2000). De las tres. e'nzirrias, 
.... '.',":'.:-i'>/ •. ' 

la CaMK 11, conocida como cinasa multifuncional, traduce un gran• número,,de: señ~les 

originadas por oscilaciones en las concentraciones de calcio intracelula~. ~¿'.eiu{ue~tra· 

ampliamente distribuida y tiene unn gran cantidad de sustratos. En el hipoca.,;~6:- cb'~sÚt~ye 
el 2% del total de proteínas (Soderling, 2000). Esta cinasa de protel~a· es :~\;' ~o~~l~jo · 
multimérico que contiene de seis a doce subunidades, ' y -Úe~e 1/ cjbac'i~ad el~ 

' '• - - -'.'. ' ',-,-; - ~ .. •· .e·: \ .,· ,--·.~, .··, '. 

autofosforilarse, manteniéndose activa aún después de que' el Ca2• 'intracelular ha 

disminuido. Entre los sustratos de la CaMK 11 .se. encuentran las sinapsin~s. 'proÍ~í~a's · 
asociadas a microtúbulos, canales iónicos, receptor a (1'3 y proteasns dependientes de'Calcio ·. 

(Zimmermnnn, 1993). La CnM Cinasa. 1 , tiene una amplia distribución. n~ilró~al 
principalmente citosólica; sin embargo,• el único susirat~ celular identiflcadb ... !s la 

sinapsina. En cambio, la CaM .cinasa 11 es:predomi~antemente nuclear y fosforilri, ~o/'10 
tanto, múltiples factores de transcripci¿~ (Soderling, 2000). . 

La fosforilasa cinasa, la cinas~ ele c~dena ligera de miosina y la CaMK III son .ios 

tres tipos de las CaMKs resta~tes, lo's .cllales tienen muy pocos sustratos, por" lo que· 

modulan pocos procesos regul~dos·p~r Ca2+ en el sistema nervioso (Ncstler y Grce~gard, 
1999). 

Cinasa de proteína C (PKC)~-'-
Esta enzima e~ activada· por calcio conjuntamente con diacilgliceról (DAG) y 

fosfollpidos (generalment6' fo~f~tidilseriria}; Existen por lo menos siete formas de. Ía PKC, 

las cuales exhiben una distribución diferente en el SNC y diversas propied~des reguladoras. 
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Estas últimas difieren en la habilidad que tienen el DAG y el Ca2
' para activarlas. La cinasa 

_de proteina C es una cadena polipeptídica compuesta por un dominio regulador, el cual se 

une e inhibe al dominio catalítico. La unión del calcio y/o el DAG con el priincro induce la 

liberación y activación del segundo. Muchos de sus sustratos se encuentran en la membrana 

plasmática, incluyendo receptores y canales iónicos (Nestler y Grccngard 1999). 

Cina.ms de proteínas de tirosinc1 (PTKs) 

Menos del 1 % de la fosforilnción de proteínas ocurre en tirosinas. Posiblemente por 

esta razón fueron descubiertas hasta 1979 en el antígeno T del polioma virus.' Estas· enzimas 

se han clasificado en proteinas cinasas de tirosina de receptor (RPTKs) y no· de-receptor 

(NRl'TKs). Estas últimas se encuentran en la cara i~terna de· l~ :.membrana plasmática, 

citosol, membranas endosomales y núcleo: Algunas d~ ellas son: Sc;,.Jak, Abl; T(ic, y Fak. 

Las RPTKs se clasifican en 14 familiasinc°iuye~do el receptordeÍ f~ctor de c:ecimiento 

epidcrmal (EGFR), receptor del fnct~r de cr~cirriienio fibioblástico(FGFR) y receptor del 

factor de crecimiento nervi~so (NGFR), entre otros (Lau y Hug~~ir, 1999). 

Fosfatasas de pro.tcínas 

El balance que existe entre In actividad de las cinasas de proteínas y la actividad de 

las fosfatasas de proteínas es el responsable de la modulación de diversos procesos en el 

sistema nervioso. Una vez que el grupo fosfato se encuentra unido al sustrato proteico, las 

PPs catalizan la hidrólisis del enlace fosfoester. Al igual que las cinasas, estas enzimas se 

clasifican de acuerdo con el residuo de aminoácido que desfosforilan: las fosfntasas de 

·proteínas de serina/treonina y las fosfntasas de proteínas de tirosina. Dentro del primer 

grupo se encuentran las fosfntnsas de proteínas 1 (PP 1 ), 2A (PP2A), 2B (PP2B) o 

calcineurina, y 2C (PP2C), así como la PP4 y PP5, de las cuales poco se conoce. El 

segundo . grupo comprende fosfatasas de especificidad dual, es decir, aquellas que 

desfosforilan tanto a residuos de serina/treonina como de tirosina, y las fosfatasas de 

protcinas de tirosina (PTPs) (Bradford, 1995). 

· Fosfatasas de proteínas de serina/treonina 

Los subtipos de este grupo de ·enzimas han sido clasificados con base en su 

especificidml por el sustrato. su regulación por los inhibidorcs y sus requerimientos 

catiónicos (Nairn y Shcnolikar, 1992). Todos l_osmiembros de esta familia comparten un 
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alto nivel de identidad en la secuencia de los dominios catalíticos. La PPI y la PP2i\ se 

presentan como complejos de alto peso molecular combinando subunidades catalíticas y 

reguladoras, lo que dctcr111inn la unión especí!ica del sustrato y la modulación de In 

actividad cntnlitica (Bradford. 1995). La PP2B o calcincurinn es activada directamente por 

calcio/calmodulina a concentraciones micromolares (Zimmermann, 1993). Estudios 

in111unohistoquímicos han revelado que esta enzí111a se encuentra en grandes cantidades en 

el putamen caudado, hipocampo y sustancia negra (Nairn y Shenolikar, 1992). El domino 
'•"; .. :'.> ·,., 

catalítico de este grupo de enzi111as.está formado por un sitio metálico dimiclear·(el cual 

consiste de Mn2+ y Fe2+/J+ en la PI' 1, y de Zn2+ y Fe3+ en. la PP2B), encargad~de ·~~ir· el 

carbono terminal de dos láminas p. Cada uno de estos. iones. metálicos·. se· une· con un 

oxigeno del grupo fosfato y su función es . facilitar .la desfosforilación ·.dé tres. maneras: 

orientando el sustrato, aumentando la electrofilia del fosfato y activando una molécula de· 

agua para ocasionar el ataque nucleoíllico del sustrato (Bradford, 1995). 

Los mecanismos de regulación de las fosfatasas de proteína 1 y 2B se dividen en 

tres categorías: fosforilación de las subunidadcs reguladoras, modulación por calcio y 

regulación a través de cambios en la localización subcelular de la fosfatasa y/o el sustrato 

(\Vinder y Sweall, 2001 ). 

A pesar de que no se conocen activadores de la PPI, se sabe que es reguladá por 

inhibidores endógenos: inhibidor 1 (1-1 ), inhibidor 2 (1-2), fosfoprotelna regulada por 

dopainina y AMPc (DARPP-32) y el inhibidor nuclear de la PPI (NIPPI). Estos cuatro 

inhibidores son proteínas de bajo peso molecular, solubles en· ácido, termoestables y 

exhiben cierta homología en la composición de sus aminoácidos (Nestler y Greengard, 

1999). La fosforilación del 1-1 y de la DARPP-32 por la PKA es necesaria para su actividad 

inhibitoria, y ambas son selectivamente desfosforiladas por la PP2B (Winder y Sweatt, 

2001). Por el contrario, la fosforilación del 1-2 y del NIPP se traduce en inactivaeión de su 

. acción inhibitoria. 

Además de los inhibidorcs endógenos, se han encontrado toxinas permeables.a la 

·membrana celular, como el ácido okadaico y la caliculina, los cuáles ejercen una potente 

inhibición sobre las PPI y PP2A. Farmacológicamente la PP2B difi~re de estas úhim~s; ya 

que es insensible a la mayoría de sus inhibidorcs (Winder y Sweí1ti; 2001 ). 

lnmunosuprcsorcs como la ciclosporina A y FK506. los cuales son derivados microbianos, 

actúan como inhibidores de la calcineurina, uniéndose establemente: a ésta Y.· formando 
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complejos con proteínas endógenas' conocidas como inmunolilinas (Hunícr, 1995). El 

ortovandato y el iícido okadiiico son tmn,bién inhibidorcs de. Ja PP2B a alias 

concentraciones. 

Fo.,fi11a.ms ele proteínas ele tirosina_;, c1: especiji~ielt1d.dual 
Las l'TJ>s existen en forma citosóli¿a y }ipo · r~c~ptor tr~l~smcmbranal, y se 

caracterizan por tener dominios catalíticos hon]ólog~s, los'cuales·.cori1parten con las 

fosfatasas de especificidad dual. La élivcrslcl~d ·clbn·t~o d~. las fa;,,ilias surge de las 
. ·, ) .,_ - . . ' . - ,.. ' ·' .. " ,· ~ . 

estructuras reguladoras y las secuencias. t:ifanco. quc:sc enéuéntran en los sitios catalíticos. 

Tanto las PTJ>s como las de especificidad cluai ~lod~lan ncgaiiv~ y p~siti~amenie diversos 

procesos celulares (Bradford, 1995). La r~sforil~ción de tirosinas está involucrada en cada 

etapa del desarrollo neuronal, as! co~o en·¡~ tr~~smisión sinÓptica, ya que receptores como 

los de acetilcolina, el NMDAy el GABA,\ son fosforilaclos en .residuos de tiro~inas (Nestler 

y Grecngard, 1999). 

Acido ok11d11ico 

. Esta toxi_na es ún polietcr de ácidos grasos de C3s (fig. 1) extraidá de esponjas 

marinas como Halichondria okadaii y Halic/1011dria me/anodocia, las cuales se alimentan 

de Jos dinollagelados que la producen (Cohen, 1990). Inicialmente, el ácido okadaico 

(OKA) fue descubierto como un promotor de tumores: sin embargo, más tarde se demostró 

que a diferencia de otros tipos de promotores de tumores, el O.KA no activa la PKC, sino 

que bloquea la desfosforilación de gran variedad de proteinas (Hunter, 1995). Lo anterior 

llevó a postular que su mecanismo de acción es a través del bloqueo de fosfatasas de 

proteínas. Diversos trabajos han demostrado que la PP2A es la más sensible a la inhibición 

por OKA, ya que la concentración a la cual se obtiene un 50% de inhibición (IC50) es de 1 

nM. La PPl también es inhibida a concentraciones nanomolares (10-15 nM}, mientras que 

Ja PP2B tiene su IC50 a concentraciones de 4-5 ~1M. Otras fosfatasas de proteínas como la 

2C y PTPs son insensibles a 1 O ~1M de ácido okadaico. Los estudios de cinética enzimática 

·muestran que esta toxina no es un inhibidor competitivo, ya que no se une al centro 

catalitico de las fosfatasas (Bialojan y Takai, 1988; Cohen et al, 1990). 

Debido a su hidrofobicidad, el OKA puede entrar a la célula. por lo que puede ser 

una herramienta importante para el estudio tanto de Jos sustratos fisiológicos d.e las 
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fosfatasas, como de las consecuencias originadas por un d~sbalance en el estado de 

fosforilación de diversas proteínas. Por su actividad inhibitoria, el OKA produce un 

incremento en la fosforilación de canales de sodio y calcio sensibles a voltaje, 

transportudores, receptores como el NMDA, AMPA, GABAA y glicina, entre muchas otras 

prote!nas (Tapia el al, 1999). En cultivos neuronales de cerebelo, debido a las alteraciones 

que se originan por el aumento en la fosforilación, el OKA puede producir neuroloxicidad 

caracterizada inicialmente por la desintegración de las neuritas y un hinchamiento de los 

cuerpos celulares, seguidos de la muerte celular (Fernández et al, 1991 ). Después de un 

tratamiento con esta toxina en cultivos celulares de corteza y de hipocampo, se encontró 

una hiperfosforilación de la prote!na tau acompañada por degeneración de las neuritas y de 

la estructura simíptica (Arias et al, 1993; Malchodi-Albedi et al, 1997). 

HO Qo0,~ . ··fl. 
.- u ~o.JyYa;() 

OH H 

Figu rn l. Estructura del ácido okndaico. 

3 EPILEPSIA E HIPOCAMPO 

La .. epilepsin es un trastorno parox!stico recurrente del SNC, el cual se manifiesta 

por alteraciones estereotipadas en el comportamiento, como resultado de una descarga 

neuronal excesiva, hipersincrónica y autolimitada. Es considerada como un síndrome de 

origen multifactorial, ya que pueden estar involucrados factores genéticos o metabólicos, o 

factores asociados n traumatismos cráneo-encefálicos. La descarga anormal de las neuronas 

se traduce en alteraciones electroencefálicas y manifestaciones clínicas que pueden ser 

focales o generalizadas, simples o complejas (Rubio, 1997). 

Una de las áreas más afectadas en la epilepsia es la formación hipocampal (Feria et 

al, 1997). Esta estructura cerebral pertenece al sistema límbico y comprende el giro 

dentado, el hipocampo propiamente, el subículo, presubículo y parasubículo, y la corteza 
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entorrinal. El giro dentado está constituido por tres capas: h1 capa principal formada por 

células granulares, la capa acelular molecular locali:Zada sobre la capa principal, y el hilus o 

capa de células polimórficas, la cual se ·encuentra debajo de las células granulares. Estas 

últimas son neuronas monopolares; ya' que. sus dendritas emergen sólo de la porción 

superior o apical del cuerpo celular, y se proyectan hacia la capa molecular. Sus axones sc 

conocen como fibras musgosas y se proyectan hacia el hilus. Un grupo de neuronas 

denominadas células musgosas, inervan la capa molecular ipsilatcral y contralateralmente. 

Las células del hipocampo, en cambio, son multipolares, ya quc sus dendritas se extienden 

perpendicularmente a partir del cuerpo celular en ambas direcciones, y se conocen como 

células piramidales (Johnston y Amara!, 1998). Estas neuronas forman sinapsis excitadoras, 

ya que liberan ácido glutámico de sus terminales sinápticas. De acuerdo a su tamaño y 

apariencia, las células piramidales se han dividido en tres regiones designadas CA 1. CA2 y 

CA3 (fig. 2). Las fibras musgosas del giro dentado inervan CA3, y esta región se conecta 

con CA 1 a través de las colaterales de Schaffer. La región CA 1 se proyecta hacia el 

subiculum y las capas profundas de la corteza entorrinal. La región CA2 es controversia!, 

ya que tiene cuerpos celulares grandes como CA3, pero no recibe inervaciones del giro 

como CA 1. Tiene conexiones distintas a las otras dos regiones y posiblemente ta?lbién 

di fcrencias funcionales. En la epilepsia la pérdida neuronal de la región CA 1 con un daño 

Figura 2. Micrografia del hipocampo de una rala control. en la que se señalan las 
principales regiones mencionadas en esta tesis. CAl-3. regiones del cucrno de Ammon 
(Hipocampo); GD, giro dentado; 11, hilus. 
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en CA3 e hilus, es una alteración morfológica que se .. encuentra con· gran frecuencia 

(Scheycr, 1998). Diversos estudios han demostrado que la región CA2 par.ece ser, en 

cambio, más ~csistcnte en este síndrome (Corsellis y Burton, 1983). Otro grupo de neuronas 

presente en la formación hipocmnpal son las interneuronas, las 'cuales forman sinapsis 

GAl3Aérgicás y tienen regiones blanco localmente restringidas. En el :gi~o dentado estas 

neuron'as i.nhibidoras se denominan células piramidales tipo canasta y sus cuerpos celulares 

se locálizan entre las células granulares y . tas polimóficas. Las interneuronas del 

hipocampo; con sus cuerpos celulares en la capa de células piramidales, se clasifican en: 1) 

axo-axónicns, ias cuales forman sinapsis con el segmento inicial de la neurona piramidal, 

ejerciendo un fuerte control sobre el inicio del potencial de acción; 2) tipo canasta, cuya 

. sinapsis se forma con el soma de las células piramidales; y 3) biestratificadns, las cuales 

tienen contactos sinópticos con las dendritas apicales y basales de las neuronas piramidales 

(Johnston y Amaral, 1998). 

La comunicación que existe entre las interneuronas y l~s célula.s piramidales 

muestra una estrecha relación entre la actividad excitadora y In inhibidora: C~ando se 

rompe el equilibrio entre ellas, surgen desórdenes neurológicos como In epilepsia. Una 

disminución en la transmisión sináptica GABAérgica y/o un aumento .en In gltitamatérgica 

puede producir una hiperexcitabilidad neuronal que da origen a descargas paroxisticas. La 

neurodcgcncración del hipocampo se asocia con la formación. aberrante de circuitos 

excitadores e inhibidores, los cuales pueden contribuir a la iniciación y/o propagación de 

las crisis epilépticas (Mnthern et al, 1998). 

Los receptores del glutamato juegan un papel muy importante en la epilepsia, ya 

que un incremento en las concentraciones intracelulares de calcio, originado por una 

excesiva activación del receptor, lleva a una hiperexcitabilidnd neuronal que puede estar 

involucrada en el origen y la propagación de las descargas epilépticas. 
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11.ANTECEDENTES 

Se han realizado diversos estudios sobre la epilepsia: sin embargo, fulla mucho por 

estudiar tanto para entender sus mecanismos celulares y moleculares, como parucncontrar 

tratamientos adecuados que puedan controlarla. El hipocampo, por ejemplo, es la región 

cerebral con el umbral más bajo a la generación de crisis, las cuales son, en muchas 

ocasiones, las más dif1cilcs de controlar mcdicamentc (Johnston y Amaral. 1998):- -'· 

Las descargas cpileptiformes que se presentan en este síndrome io!lmodu-lad~~. al 

menos en parte, por los receptores NMDA (Wheal et al, 1991). Lá ~dminiit'ración de' 

agonistas, los cuales desencadenan fuertes convulsiones, y_ de antagonistas;, cuyos efectos 

anticonvulsivantes son notables (Chapman, 1998), aportan evidencia ·sobre la participación 

del receptor NMDA en la epilepsia. Es por ello que el estudio de los mecanismos 

involucrados en la modulación de este receptor ha adquirido gran importancia. Como se 

mencionó anteriormente, uno de estos mecanismos es la fosforilación de las subunidades 

que lo forman. Diversos trabajos in vilro han demostrado que la fosforilación aumentada 

del receptor NMDA se traduce en un incremento en la probabilidad de apertura del canal y, 

por, lo tanto, en un aumento en su actividad. Wang y colaboradores (1994) registraron 

_canales NMDA en cultivos neuronales de hipocampo y encontraron que la probabilidad de 

- _apertura del canal se reducía al aplicar la PP2A o la PPI al medio, y que se incrementaba 

- con la administración de 10 y 100 nM de OKA. En neuronas del SNC de ratas adultas 

disociadas, Lieberman y Mody (1994) demostraron que la apertura del canal NMDA se 

prolonga con la administración de OKA al medio, en concentraciones que inhiben la PP2B. 

Posteriormente, Liao y colaboradores (2001) encontraron que la -PKC, puede modular 

directamente la actividad del receptor NMDA, debido a que fosforila los re~-idu6s de serina 
. : .. · \• :· .· ... : .. '.· : 

1303 y 1323 que se encuentran en el carboxilo terminal'de ,lá súbunidad NR:iB, lo que 

conduce a un aumento en la corriente que pasa a través del canal: -

Arias y colaboradores ( 1998) inyectaron ácido okadaico en el hipocampo de la rata, 

in vivo, y estudiaron su neurodegeneración en función al tiempo y la dosis. Encontraron que 

a las 3 horas de haber aplicado la dosis más alta (300 ng), ya eran- visibles cambios 

morfológicos en las células piramidales, mientras que a las 24 horns la neurodegencración 

era muy evidente, En cuanto a las dosis, observaron que con 50 ng se indujo daño en CA 1: 

a dosis de 150 ng y 300 ng la muerte celular abarcó prácticamente toda la región CA I, y se 
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extendió hasta el hilus y el giro dentado. Posteriormente realizaron otros estudios en los 

cuales inyectaron 300 ng de ácido okndaico en la misma estructura cerebral y observaron 

crisis cpileptifonnes y neurodegeneración, demostrando, además, que la subunidad NR2B 

del receptor NMDA se encontraba hiperfosforilada (Arias et al. 2002). Sin embargo, no hay 

muchos trabajos acerca de los cfoctos del OKA sobre la liberación del glutamato y otros 

aminoácidos. Los estudios sobre este tema se han realizado in vitro y los resultados son 

opuestos: Sim y colaboradores encontraron un aumento en la liberación de glutamato, 

aspartato y GABA endógenos en sinaptosomas del cerebro anterior; por el contrario, otro 

grupo de investigadores reportó una inhibición de la liberación de acetilcolina estimulada 

por despolarización en sinaptosomas de hipocampo (Vickroy el al, 1995). 
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111. lllPOTESIS Y OB.JETIVOS 

Con base en los estudios anteriores se propuso la hipótesis de que el OKA no induce 

cambios en la concentración cxtracclular de glutamato, sino que las crisis epileptiformes 

son originadas porque el receptor al glutmnato tipo NMDA se encuentra sobrescnsibilizado 

como consecuencia de la hiperfosforilación de una o varias de sus subunidades. Para probar 

esta hipótesis se desarrolló el presente trabajo con el objetivo de determinar si la 

concentración extraeelular del ácido glutámico, y otros aminoácidos, se modifica con la 

administración del OKA en el hipocampo de la rata, in 1•ivo, y as! conocer si los niveles 

basales del glutamato son suficientes para desencadenar epilepsia en ratas tratadas con 

OKA. Inicialmente el desarrollo experimental de este proyecto se realizó en ratas 

anestesiadas por la facilidad de empicar la técnica de microdiálisis bajo anestesia: Sin 

embargo, en estas condiciones la administración del OKA no originó las crisis 

epileptiformes observadas en trabajos anteriores con microinyección en ralas despiertas. 

Estos resultados preliminares nos llevaron a plantear un segundo objetivo, el cual consistió 

en comparar los efectos producidos por este inhibidor de fosfatasas de proteínas en ratas 

anestesiadas y ratas despiertas. 

Para la realización del presente estudio se administró OKA por mícrodiálisis en la 

región CA 1 del hipocampo de ratas despiertas y ratas anestesiadas con halotano. De. los 

resultados obtenidos, se analizaron las crisis epileptiformes generadas, se determinaron los 

niveles extracelulares de glutamato y otros aminoácidos y se cuantificó la 

neurodegeneración midiendo el área lesionada en la región perfundida. 
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IV. METODOLOGIA 

1 MICRODIALISIS Y REGISTRO EEG EN RATAS ANESTESIADAS 

En todos los experimentos se utilizaron ratas machos adultosde la cepa .Wistar con 

un peso . de 220-240 g. En las ratas anestesiadas los· procedimientos combinados de 

microdiálisis y registro EEG se realizaron como en trabajos descritos anteriormente (Peña y 

Tapia, 1999). Las ratas se anestesiaron con 0.5-1.5% de halotano en una mezcla de 95% 02 

y 5% C02 y se. montaron en aparatos estcreotáxicos. Las cánulas de microdiálisis (CMN12 

de 2 mm de largo y 0.5 mm de diámetro, CMA Sohia, Suiza) previamente lavadas con 

agua, se colocaron en el hipocampo dorsal izquierdo (AP -3.6 mm, L +2.4 mm y V -4.0 

mm, Paxinos y Watson 1982) y se perfundieron continuamente, utilizando una bomba de 

microinyección (CMA 100/Carnegie Medicin), a un !lujo de 2 ~ll/min con medio Krebs con 

la siguiente composición: 118 mM NaCI. 4.5 mM KCI. 2.5 mM MgS04, 4.0 mM NaH2P04, 

2.5 mM CaCJi, 25 mM NaHC03, y 10 mM glucosa (pH 7.4). Después de una hora de 

estabilización, se colectaron 14 fracciones consecutivas de 25 µl ( 12.5 min). Las tres 

primeras fracciones colectadas se utilizaron para determinar los niveles basales. de los 

aminoácidos, en la cuarta fracción se perfundió OKA (sal de amonio, Alomone Labs.) y se 

colectaron 1 O.fracciones adicionales con medio normal. Después de probar varias: dosis ( 15; 

30 y 300 µM), con base en trabajos previos con microinyección de. OKA, ~e.s~Je6cicinóJa~ 
concentración de 150 µM en el medio de perfusión. Considerando q~c' I~· eficie~cia. de' la 

membrana de diálisis es alrededor del 10% bajo condiciones expci~iíiie
0

~~~1ci~'.~i~ila;es 
(Massieu et al, 1995; Morales-Villagrán y Tapia, 1996), la cantida~ ~p~o·~¡rii~á~;'que llegó 

al tejido fue de 300 ng, que es una dosis efectiva utilizada' en ti~bajos· previos. con 

microinyección (Arias et al, 1998). 

El registro EEG en el hipocampo se llevó a éabo simultánea y . continuámente 

durante la microdiálisis. La cánula de microdiálisis se utilizó como electrodo, después de 

haber aislado eléctricamente toda In superficie de la cánula excepto 1 mm justo arriba de 

donde se encuentra la membrana de microdiálisis, con el propósito de realizar el registro en 

el hipocampo (Peña y Tapia, 1999). Para el registro EEG se utilizó un polígrafo Grass con 

un filtro de baja frecuencia a 3 Hz y un filtro de alta frecuencia a 100 Hz. 
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La concentración de los aminoácidos se ·determinó por cromalograíla líquida de alta 

resolución (HPLC) y detección por fluorescencia, después de haber derivutizado las 

muestras con o-flaldialdchido (OPA) durante 3 min (Salazar el al, 1994). 

2 MICRODIALISIS Y REGISTRO EEG EN RATAS DESPIERTAS 

Las ratas se anestesiaron con halotano y se les implantó dos tornillos en el cráneo 

sobre 1.a corteza parietal, los cuales funcionaron como eleclrod~s.'·y una cánuÍa'.guia.en el 

hipocampo izquierdo dorsal con las mismas coordenadas que se usaron para .la cánula de 

microdiálisis en las ratas anestesiadas, excepto que laV fue de -2.Ó mm. Los electrodos y la 

cánula guía se sujetaron al cráneo con acrílico dental. Cinco días después de la cirugía, la 

cánula de microdiálisis se introdujo en la cánula guía para alcanzar la misma .coordenada 

vertical usada en los animales anestesiados, y el registro EEG cortical se realizó utilizando 

el polígrafo Grass antes descrito. El procedimiento de microdiálisis, incluyendo la adición 

de OKA durante la cuarta fracción y la determinación de aminoácidos en las fracciones 

colectadas, se llevó a cabo como se describió para las ralas anestesiadas. Las ralas control 

se trataron de la misma manera, excepto que no se perfundieron con el medio con OKA. El 

EEG se registró continuamente durante todo el experimento, comenzando al mismo tiempo 

que la colecta de las fracciones basales de la microdiálisis, tanto en las ratas despiertas 

(controles y experimentales) como en las anestesiadas. Los datos se analizaron 

cuantitativamente calculando la media de las latencias a la primera descarga, así como su 

duración (medida desde el inicio de la actividad hipcrsincrónica hasta el final del tren de 

espigas de alta amplitud) y la frecuencia con la que ocurren. 

3 EVALUACION 1-IISTOLOGJCA · . ., -.. '. ··_- ' .· ~ 

A las 24 .h~r~d¡~~· habei-'. r~aÚzad~ el experimento, las ralas se anestesiaron con 

pentobarblfaÍ y se p~~furidi~r6ri~ i~l~acardialmenle con 250 mi de NnCI al 0.9%, seguidos de 

250 mi de •fo;.;¡nld~hído ,al <Í% en buffer de fosfatos 0.1 M, pH 7.4. Se extrajeron los 
. ' . . . ' . 

cerebros, se m~nÍuvieron .en postfijación en formaldehído por un periodo de 24-48 horas a 

4°C y se pasaron por un gradiente de sacarosa del 1 O. 20 y 30%. Se obtuvieron cortes 

coronales seriados del sitio de lesión con un grosor de 40 ~un en un crióstato, se tiñeron con 
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violeta.de cresilo y SI'. confirmó .Ja·correcta localización de la cánula de microdiálisis. 

Debido a que la neurodegeneración inducida por el OKA afectó prácticamente a todas las 

neuronas piramidales de la región CA 1 del hipocampo, la extensión del daño se cuantificó 

midiendo el.área lesionada .cndicha r~gión que mostraba pérdida neuronal, y no el número 

de células, utiliza~ctkun program'a de '.análisis de imágenes NIH 1.6 para Macintosh. Se .. ''• ' . - ... -...... ,-.·. . 

analizaron 12 cortes pórn;ta,·6,anteriores y 6 posteriores al tracto de la cánula (n=B). 
>< • .".- ; ' • ·, •• \;._-••• ,;~:::,: 

,··' "/ :~ - ",,_;_<,- :··.'.·,¿ ,:.· :~;:-.~ 

4 ANALISIS ESTADIS~I~3.•.·f.:·;·} ? .. ;, . 
, .. ,_\ 

Para ariali~~;·~sÍÍcli~(j¿ti~·J;;¡e Íós c~mbios en l~s concenÍraciones extracelulares de 

los aminoÓ~ld~~.·~e ~tlÍiió'~~ii~~~~~tpa~~adll. . . 
..... <•'¡· 
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V. RESULTADOS 

1 EPILEPSIA CONDUCTUAL Y ACTIVIDAD EEG 

La administración del OKA en las ratas despiertas, mas no en las anestesiadas. 

produjo crisis epileptiformés. Como se ha descrito en trabajos previos con microinyección 

(Arias et al, 1998, 2002) .las ratas tratadas con el inhibidor de fosfatasas de proteínas 

presentaron evidencias eonductuales de las crisis cpileptiformes. Éstas consistieron en la 

aparición de movimientos masticatorios, sacudidas de rata mojada, salivación, 

acicalamiento y, en algunos casos, tremor. Estos signos de hipercxcitabilidad comenzaron 

aproximadamente a los 20 min del inicio de la perfusión con OKA y coincidieron con las 

descargas epileptiformes que se registraron en el polígrafo. 

La actividad electroeneefalográfica basal de las ratas anestesiadas con halotano difiere de 

las ratas despiertas en que las primeras presentan ondas lentas de alta frecuencia, mientras 

que en las segundas las ondas son de menor frecuencia (fig. 3). Esta diferencia en los 

patrones del registro electroencefalográfico debido al halotano, ha sido descrita 

previamente .CKeifer et a1 •. ·1994). Como se ejemplifica en la figura 3 (arriba}, la 

administración del OKÁ en ratas· anestesiadas no modificó significativamente el EEG. En 

contraste, en las ratas despiertas el OKA indujo descargas epileptiformes con actividad 

hipersinc;ónicaini~i.al, seg~ida.~or trenes de espigas de gran amplitud, ejemplificadas en la 

figura 3 (abajo). Las,c.risis aparecieron con una latencia de 31.7 ± 1.7 min (n = 14; 

promedio ± E.S.) después del inicio de la perfusión con OKA, pero después de una o dos 

descargas, sobrevino un período silencioso de aproximadamente 40 min de duración que .se ' 

presentó en todos los animales tratados. Al cabo de este periodo, las crisis.re!lparecieron y• 

aumentaron progresivamente en frecuencia, hasta alcanzar un valor máximo de 7 descargas 

en 20 min, aproximadamente 40 min después de la fase silenciosa;• y cÚsnÍinu~er~Íl a 5 

descargas en 20 mina los 120-140 min, que fue el máximo tiempo ~studiado .. ~a du~aciÓh. 
de las descargas fue de 30 s durante la primera hora después dé tm·b~rS~<lnÍ~~zado a 

prefundir el fármaco, y aumentó progresivamente hasta llegar al doble"(máS•,cdljimin)'al 

final del experimento (figs. 4 y 5; la fig. 4 ejemplifica la evolución cle las 6~isi~ en Clos ratás 

representativas y la fig. 5 muestra el promedio de 14 animales despiertos). 
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~ Figura 3. Trazos representativos del EEG en ratas anestesiadas (n=IO) y despiertas (n=14). Los registros corresponden a 90 min 
después de la perfusión con OKA o a los tiempos equivalentes en las ratas CONTROL, perfundidas sólo con medio Krebs. 
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Figurn 4. Ejemplos representativos del curso temporal de las crisis epileptifom1es 
inducidas por el OKA en dos ratas. Cada barra representa una descarga de la duración 
señalada en las ordenadas, a los tiempos indicados en las abscisas. 
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2 AMINOACIDOS EXTRACELULARES 

Los niveles basales del ácido aspártico en el grupo control (despiertas) y en los dos 

. grupos experimentales (despiertas y anestesiadas) fueron muy similares, entre 2 y 5 

pmolas/10 ftl. Estos valores no se modificaron signilicativamcnte con la administración del 

OKA en las ratas despiertas, excepto en dos fracciones aisladas en las ratas anestesiadas, las 

cuales presentaron niveles más altos que las basales, y algunas fracciones en la ratas control 

(fig. 6). En el caso del ácido glutámico, las concentraciones basales de las ratas control y 

las anestesiadas se encontraron alrededor de 1 O pmolas/1 O µI, mientras que las de las ratas 

despiertas fueron de 20 - 30 pmolas/1 O µI (fig. 7). En los tres grupos, los niveles basales de 

este neurotransmisor se mantuvieron a lo largo de la colecta de microdiálisis, a pesar de la 

variabilidad observada en las concentraciones extracelulares en las ratas despiertas. Estas 

di fcrcncias, sin embargo, no fueron significativas entre las basales y las fracciones 

colectadas después de prefundir el OKA. En cambio, las concentraciones extracclularcs de 

otros aminoácidos como la glutamina, la glicina, la taurina y la alnnina, sí se modificaron 

con la aplicación del inhibidor de fosfatasas de proteínas, principalmente en las ralas 

despiertas. En la figura 8 se muestra que la concentración de la glutamina disminuyó 

progresivamente en las ratas anestesiadas, después de haber perfundido el OKA, hasta 

llegar a la mitad de los niveles basales (de 120 a 60 pmolas/10 µl, aproximadamente). Esta 

disminüció~ fue muchó menor en las ratas despiertas, y resultó significativa en sólo una de 
,., ',, ,. ··... . . 

las ·fracciones~ : mientras é¡tie . los . niveles basales de las· ratas control permanecieron 

prá~ticalllentc cónst~ntes.'Pm el co~trario, ·las c~ncentraciones de glicina, taurina y alanina 

. auriieniaro·~ .de 'llÍa~c;a ~ignific~;iva apartir de la fracción 7 en las ratas despiertas, mas no 
·.·.' ;·. :, .··· ".," ·.. .·· .,•. . . . . 

en.las r~t'.15 anestesiada~'ni~n.IÓs contÍ'Óles, los cuales se mantuvieron constantes a todo lo 

largo del experime~t~; El aume~to progresivo que se presentó en glicina (fig. 9) y alanina 

{fig. 1 O) alc~nzó 6~~i 4 ~ecc~ y 3 veces, respectivamente, el valor de sus niveles basales 

(alrededor de JO pmolas/10;11 en a~bos aminoácidos). En el caso de la taurina (fig. 11), el 

incre'mcntóftie casi del .doble (de 60 a 120 pmolas/10 fll, aproximadamente), desde la 

. ..fraí:ció~ Thasta. el final ·del experimento. Los resultados de los niveles extracelulares de 

GABA no se muestran.debido a que presentaron gran variabilidad y en muchas ocasiones 

estuvieron por debajo de los límites de detección. 
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~Figura 6. Efecto de la perfusión de OKA (barra horizontal) durante una fracción ( 12.5 min) sobre la 
concentración extracelular de aspartato en ratas despiertas (n= 1 O) y anestesiadas (n= 1 O). Las ratas 
control despiertas (n=7) fueron perfundidas sólo con medio Krebs. Los datos son el promedio± E.S. 
Las fracciones 10-14 en las ratas control, y 10 y 13 en las anestesiadas, fueron significativamente 
diferentes al promedio de sus basales (p < 0.05). 
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Figura 7. Erecto de la perfusión de OKA (barra horizontal) durante una fracción ( 12.5 min) sobre la 
concentración extracelular de glutamato en ratas despiertas (n= 1 O) y anestesiadas (n= 1 O). Las ratas 
control despiertas (n=7) fueron perfundidas sólo con medio Krcbs. Los datos son el promedio± E.S. 
Lns fracciones 8 en las ratas control, y 7.9 en lns anestesiadas fueron significativamente diferentes 
al promedio de sus basales (p < 0.05). 
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Figura 8. Erecto de la perfusión de OKA (barra horizontal) durante una fracción (12.5 min) sobre la 
concentración cxtracclular de glutamina en ratas despiertas (n= 1 O) y anestesiadas (n= 10). Las ratas 
control despiertas (n=7) fueron pcrfundidas sólo con medio Krebs. Los datos son el promedio± E.S. 
Las fracciones 5 y 12 en las ratas control, 6 en las despiertas, y 5-14 en las anestesiadas fueron 
significativamente diferentes al promedio de sus basales (p <O.OS). 
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Figura 9. Efecto de In perfusión de OKA (barra horizontal) durante una fracción ( 12.5 min) sobre la 
conccn.trnción cxtracclular de glicina en ratas despiertas (n= 10) y anestesiadas (n= 1 O). Las ratas 
control despiertas (n=7) fueron perfundidas sólo con medio Krcbs. Los datos son el promedio± E.S. 
Las fracciones 4, 7 y 8 en las rutas control, y 5 y 8-14 en las despiertas fueron significativamente 

diferentes al promedio de sus basales (p < 0.05) . ..-------------• 
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Figura 10. Erecto de la períusión de OKA (barra horizontal) durante una fracción (12.S min) sobre 
la concentración extracelulnr de taurina en rntns despiertas (n=IO) y anestesiadas (n=IO). Las ratas 
control despiertas (n=7) füeron períundidas sólo con medio Krebs. Los datos son el promedio± E.S. 
Las fracciones 8 en las ratas control, 9-14 en las despiertas, y 5 y 9-11 en las anestesiadas füeron 
significativamente diícrentes al promedio de sus basales (p <O.OS). 
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Figurn 1 J. Efecto de la perfusión de OKA (barra horizontal) durante una fracción ( 12.5 min) sobre 
la concentración cxtracelular de alanina en ratas despiertas (n= 1 O) y anestesiadas (n=I 0). Las ratas 
control despiertas (n=7) fueron perfundidas sólo con medio Krcbs. Los datos son el promedio± E.S. 
Las fracciones 5 en las ratas control, y 9-14 en las despiertas fueron signilicativamente diferentes al 
promedio de sus basales (p < 0.05). 
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3 EVALUACION 1-llSTOLOGICA 

En la figura 12 se ri1ucstran las micrografins de los cortes coronales de cerebro de 

una rata control teñidos con violeta de crcsilo, en donde se puede observar el daño 

mecánico ocasionado por la cánula en la región CA 1 del hipocampo. Este daño mecánico 

se caracteriza por una destrucción del tejido únicamente en el tracto de la cánula, as[ como 

la formación de gliosis en la zona inmediatamente vecina. En ningún caso se observó 

muerte celular (caracterizada por núcleos picnóticos y desaparición del citoplasma) en las 

neuronas vecinas de CA 1 ni en otras regiones del hipocampo. 

La figura 13 muestra mierografias de los cortes coronales de cerebro de las ratas 

despiertas (sacrificadas 24 horas después de la perfusión del OKA), en donde es evidente 

una total destrucción de la región CAi del hipocampo en el tildo inyectado,(fig 13), 

mientras que el lado contralatcral permanece intacto (fig. 13 A).:J~os mis;,,Ó-sreimltados se 

observan en las ratas anestesiadas (fig. 14). A pesar de que' 'ta's ·c;i~i/epileptlfonnes se 

desencadenaron únicamente en las ratas en libré ni'~~i~Íen:to;-·t~'rieúrod~generación se 
·' ' '"~: ',J' •.. ' ' 

presentó tanto en ratas despiertas como anestesiadas. En' l_a inayorla de las ratas, tanto 

despiertas como anestesiadas, se dañaron otras regiones del hipocampo, como CA3, hilus y 

giro dentado, y en ningún caso hubo neurodegeneración en CA2. La cuantificación del área 

lesionada en los dos grupos experimentales resultó en valores muy similares, ya que ambos 

grupos de ratas tratados con OKA presentaron áreas lesionadas de 0.18 mm2 (Tabla 1 ). 

TRATAM!ENTO AREA LESIONADA (mm') 
--

OKA, RATA DESPIERTA (n=8) 0.18 ± 0.013 

OKA, RATA ANESTESIADA (n=7) 0.18±0.016 

Tabla l. Cuantificación de la neurodegeneración de la reg1on CAi del hipocampo 
producida por la perfusión de OKA. No se muestran datos de las ratas control debido a que 
no presentan daño, como se muestra en la figura 12. Los datos son el promedio ± E.S. 
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Figura 12. Micrografias representativas de una rata control perfundida sólo con medio 
Krebs y sacrificada a las 24 horas. Se muestran distintos aumentos de la región Ci\ 1 del 
hipocampo donde se observa el tracto de la cúnula. I3arra = l mm en A, 300 ftm en B, 100 
ftm en C, 50 µm en D. 

Figura 13. Microgral1as representativas del efecto neurotóxico del OK/\ en rata despierta 
sacrificada 24 horas después del tratamiento. Se muestran distintos aumentos del daño de la 
región Ci\ 1 del hipocampo. Para la escala véase figura 12. 
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Fi~urn 14. Micrografias representativas del efecto neurotóxieo del OKA en rata 
anestesiada saeri fieada 24 horas después del tratamiento. Se muestran distintos aumentos 
del daño de Ja región CA 1 del hipocampo. Para Ja escala véase figura 12. 
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VI. DISCUSION 

1 EP.ILEPSIA YACTIVIDAD EN EL EEG 
. ' :>. ·-: ·.. --~-. . . ·- ':< ~:. :->-; -

·Los.' resuÚados>:dcil presente. trabajo muestran que lns crisis cpilcptiformes 

ocasi~nadas p~r la ad·~~ini;stración del OKA en ratas en libre movimiento, son inhibidas por 

la'ane~t~sill ~o~' el hnlot~no. En dive~sos estudios realizados con ralas anestesiadas, en los 

cuales s;;adri;·i.nlstrarrin drogas convulsivnntes, se observaron crisis epilcptiformes y se 

det~rmi~nron las concentraciones extracelularcs de algunos aminoácidos (Peña y Tapia. 

1999; Peña y Tapia, 2000). En los trabajos de Peña y Tapia, In perfusión por microdiálisis 

de 4-aminopiridinn ( 4-AP), un bloqueador de canales de potasio y potente convulsivante, 

estimuló In liberación de neurotransmisores excitadores, indujo crisis epileptifom1es y 

provocó ncurodegeneración en ratas anestesiadas con halotano, efectos que se bloquearon 

por antagonistas del receptor NMDA. En el presente trabajo, sin embargo, la anestesia 

interfirió con el desarrollo de las crisis cpileptiformes producidas por el OKA en las ratas 

despiertas (fig. 3). De hecho, este es uno de los hallazgos más importantes del presente 

estudio, ya que en los artículos citados la acción convulsivanle y neurodegenerativn de la 4-

AP, que es predominantemente mediada por un exceso de glutamalo endógeno extracelular, 

se observó en las ratas anestesiadas con halotano. 

Como se mencionó en los Antecedentes, la inyección intrahipocámpicn de OKA en 

ratas despiertas produjo epilepsia, que fue bloqueada por antagonistas del receptor NMDA 

como el maleato de dizocilpina (MK-801), as! como hiperfosforilación de la subunidad 

NR2B del propio receptor (Arias et al, 2002). Por esto, una posible 'explicación d~ la falta 

de efecto epileptogénico del OKA en los animales anestesiados podría ser que el anestésico 

utilizado, el halotano, interfiere con In transmisión glutamatérgica. Diversos trabajos que se_ 

han hecho sobre el mecanismo de acción de distintos anestésicos como el pentobarbital o el 

propofol muestran que su efecto se debe a un incremento en In transmisión sináptica 

inhibidora, ya que al administrar bicuculina (un antagonista del receptor GABAA) en 

rebanadas de hipocampo, se antagonizaron sus efectos (Waknsugi et al, 1999).· Sin 
' ' . 

embargo, se ha encontrado que, en el caso de anesté.sicos como la kctamina; el)sclílurano y 

· el halotano; el efecto a~estésico se debe también a una dism.inució~ e~>ia. t~ans~isión 
sinápticn excitadora, ya que disminuye las espigas poblacionale~ de.neuronas ~e la.región 

36 



CA 1 del hipocampo y su efecto anestésico es bloqueado sólo parcialmente por la bicuculina 

(Wakasugi et al, .1999). En rebanadas de hipocampo se ha encontrad~ que el halotano 

aumenta In inhibición mediada por el receptor GABA,., y disminuye, además, la transmisión 

excitadora (Nishiknwa y Maclvcr, 2000). En este punto, sin embargo, existe controversia. 

Maclvcr y colaboradores ( 1996), registrando neuronas de la región CA 1 del hipocampo, 

encontraron· un aumento en la facilitación de pulsos pareados, lo que sugiere que la 

anestesia tiene efectos presinápticos al disminuir la liberación de aminoácidos excitadores. 

Sin embargo, en el presente trabajo no se encontraron diferencias en los niveles 

extracelularcs de glutamato y aspartato ni de otros aminoácidos en las ratas control 

despiertas y las ratas anestesiadas con halotano. Asimismo, estudios realizados en la corteza 

fronio-parietal de la rata, utilizando la técnica de microdiálisis, demostraron que el halotano 

no tiene efectos sobre las concentraciones extracelulares de aspartato, glutamato y glicina 

(Rozza et al, 2000). Es probable, por lo tanto, que el efecto anestésico del halotano no se 

debe a una disminución en la liberación de glutamato y aspartato. 

En cambio, otros trabajos apoyan la idea de que la anestesia afecta la transmisión · 

sináptica excitadora en la postsinapsis. Estudios in vitro; en rebanadas de hipocampo, 

muestran que el halotano inhibe las corrientes excitadoras postsinápticas tanto de receptores 

NMDA como no-NMDA, a concentraciones de anestesia utilizadas en la clínica 

(Perouansky et al, 1998), y deprime las espigas poblacionales de estos tipos de receptores, 

evocadas en la región CA 1 del hipocampo (Wakasugi et al, 1999). Kirson y colaboradores 

( 1998), en estudios realizados en rebanadas de hipocampo de ratón, encontraron que los 

receptores AMPA son más sensibles a la acción inhibidora del halotano que los NMDA, y 

que en ambos casos la interacción de este anestésico con los receptores parece ser no 

competitiva. Otros trabajos muestran que algunos anestésicos, entre ellos el halotano, 

bloquean la transmisión sináptica excitadora a través de diversos efectos alostéricos en el 

mecanismo de activación del canal iónico del receptor y en el sitio de unión a glutamato 

(Martín et al, 1995). Beirne y colaboradores ( 1998), estudiando cultivos de células 

corticales, encontraron que el halotano antagoniza, en un porcentaje bajo y en una gama 

muy limitada de concentraciones, la cxcitotoxicidad ocasionada por NMDA y que, además, 

es menos potente que los antagonistas específicos del receptor a glutamato. Otro dato que 

apoya la idea de que el halotano tiene efectos sobre el receptor NMDA, es un estudio en el 

que se utilizó una dosis de 7.5 mM de 4-AP en ratas despiertas, debido a que dosis más 
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altas indujeron crisis tan severas que culminaron en la muerte del animal (Vera y Tapia, 

datos no publicados). En cambio, en las ratas anestesiadas con halotano la dosis mínima 

que produjo los mismos efectos fue 17.5 mM (Peña y Tapia, 2000), lo que sugiere que el 

halotano bloquea parcialmente el receptor y que, por lo tanto, se requieren dosis más altas 

de 4-AP para poder contrarrestar el efecto bloqueador de este anestésico. Todos estos 

estudios, junto con los resultados obtenidos en esta tesis sugieren que el halotano ejerce una 

acción bloqueadora sobre el receptor NMDA, aunque no tan potente como la que ocasiona 

un antagonista específico. Esta inhibición del receptor, sin embargo, es suficiente para 

impedir que se desencadenen crisis epileptiformes, aun cuando el receptor probablemente 

se encuentra hiperfosforilado por acción del OKA, como se discutirá más adelante. 

En las ratas despiertas las crisis epileptiformes producidas por el OKA fueron muy 

reproducibles con la dosis utilizada, ns! como el número de descarga5 y la duración 'de_Ias 

mismas. Se probaron dosis más bajas, 15 y 30 µM, las cuate~ noinduj~ro~ des~argas 

epileptifonnes. Dosis más altas, como 300 µM, produjeron crisis convulsivas muy i.ntensás, 

por lo que se decidió trabajar con la de 150 µM. La perfusión de OKA a esta concentración 

durante 12.5 min, y considerando la eficiencia de la cánula ("' 10%), la cantidad del 

compuesto que llegaría al tejido es de 300 ng, que. es la dosis efectiva administrada con 

microinyección en trabajos previos (Arias et al, 1998, 2002) Sin embargo, los resultados de 

este último trabajo difieren en algunos puntos con los resultados obtenidos en el presente 

trabajo. La latencia, la cual fue muy constante en todas las ratas, se presentó 

aproximadamente a los 30 min de haber comenzado a perfundir el OKA, mientras que en el 

estudio mencionado, las crisis comenzaron a los 19 min de haber inyectado el fármaco. 

Otra diferencia es que el período silencioso, es decir, el tiempo en el que no se presentaron 

crisis epileptiformes (como se describió en los Resultados de esta tesis), no se indica en el 

estudio con las ratas microinyectadns. También la frecuencia de las crisis fue diferente: 

entre los 80 y los 140 min después de haber comenzado a perfundir el OKA, es decir, en la 

última hora del experimento, el número de crisis fue.aproximadamente 17, mientras que en 

el trabajo de Arias y colaboradores se observó un promedio de 9 crisis/hora. Es probable 

que estas diferencias se deban a la mane~a'e~:C(u~·se·.adriiinistró:cl OKA, ya que en la . . ' : · .. , ... ' .. '.'·. . 
microdiálisis et fármaco ptis~ continuame..;tLCun 11~jo de 2 µ1tn1in ª través de una 

membrana de diálisis durante :; 2.5-;,,i~. 'i'i..ic~tfas q~eenla rriic~~inyecdón toda la cantidad 

38 



del OKA es administrada directamente sobre el tejido y mucho más rápidamente (2 min). 

Las crisis cpilcptiformcs de las ratas despieratas tratadas con OKA fueron originadas, al 

parecer, por el ácido glutámico endógeno basal, como se discutirá más adelante. 

2 AMINOACIDOS EXTRACELULARES 

Como se muestra en los ~csultados, a pesar de la variabilidad de los niveles 

cxtracelulares·de los nminmícidos, no se encontraron diferencias significativas que indiquen 

un aumenta· o disminución en las concentraciones extracelularcs de aspartato y glutamato 

después de haber administrado el OKA en las ratas despiertas. Si bien en algunas fracciones 

se encontraron diferencias· significativas en las ratas anestesiadas, ésta5 ·no se deben 

directamente a la adn1inistración del inhibidor de fosfatasas de protelnas, .>'ª que esÍ~s 
fracciones se encuentran aisladas una de la otra, es decir •. nCÍ reíleja~ ·un aumento 

consecutivo, y no corresponden, en ningún caso, a la fracción cinco,· qÚe es. donde se 

deberían observar cambios ocasionados por la perfusión del fármaco~ como: se encontró en 

otros estudios. En el hipocampo de la rata, la administración por microdiálisis dé 25 mM de 

pirrolidin-2,4-dicarboxilato (PDC), un inhibidor del transportador de glutamato, ocasionó 

un aumento de 18 y 26 veces en los niveles extracelulares de. glutamato y aspartato, 

respectivamente (Massicu y Tapia, 1997). Este incremento comenzó. inmediatamente. 

después de haber perfundido el PDC y se mantuvo durante la administración del mismo. 

Efectos similares se obtuvieron con 75 mM de 4-AP, la cual in:dujo una liberación rnas.iva 

de glutamato (20 veces) y aspartato ( 1 o veces) al admi~istrarl~ en el est~iadÓ de rát~s 
·anestesiadas y despiertas (Morales-Villagrán y Tapia, í'\196).:f~ perfusión de este. rárin"a~o a 

' .. - -~·.· ... ' - ,_ , , ... · . - . . . 

concentraciones de 75 mM en el hipocampo de ratas_'.ad~~t~~i~das arrojó resutl~dos muy 

similares (Peña y Tapia, 1999). En ambos estudios: el·a.~meÍito é~ Ioli ~iveles'extracelulares 
'. ::,.;- -· ,_.-· ,,.·...... , . . . , .. 

de glutamato y aspartato ocurrió en la siguientefracdóri}¡Iaaplicáción de la 4"AP y fue 

decreciendo en las dos siguientes fracciones há;ta ~lc~ll~r ~iv~Íe~ basales: Por .todo lo 

anterior, se puede decir que el efecto cpileptogénico ~~~ oKA. ~~él hipocampo n<:i se debe a 

un aun1ento en la liberación de aminoácido~ eXcit~d~r;~~;: . · _. .. 

Como se ha mencionado con anterioridacl;,ds ~~ob,bl~ quC't~scrÍsis d~it'dptiformes 
observadas en las ratas despiertas se deban a un aumdnto cri Ía s~nsibnidad del recepto'r tipo 

NMDA ocasionado por la hiperfosforilación que pr?dúcdJa ·~d(;.¡i~i~t~acÍón"clel OKA. En 

39 



diversos estudios se ha demostrado que el receptor NMDi\ es fosforilado en sus 

subunidades NRI, NR2i\ y NR2B por la !'KA y por varias isoformas de la l'KC (Leonard 

y llell, 1997; Grossharis y Browning. 2001), as! como en la subunindad NR2B por la 

CaMKll (Mayadevi el al, 2002). Lan y colaboradores (2001) encontraron que al administrar 

activadores de las cinasas de proteínas como el 12-0-tetradecanoil forbol-13 acetato (Tl'i\) 

en ovocitos de Xenopus que expresan el receptor NMDA, la actividad del canal fue 

potenciada, ya que incrementa la probabilidad de apertura del receptor. La aplicación de 

inhibidores de fosfatasas de protc!nas como el ácido okaduico en cultivos de neuronas del 

hipocampo (Wang, et al. 1994), y la calcineurina en células del hipotálamo (Nijholt et al. 

2000), ocasionan la hiperfosforilación del receptor, lo que conduce a un aumento en su 

actividad. Arias y colaboradores (2002) demostraron que el aumento en la fosforilación de 

la subunidad NR2B provocado por la administración del OKA in vivo, está reladonado con 

la sobreactividad del receptor, ya que lleva al desarroiio d~ crisis b(Jileptiforrn~s,que son 

abolidas por el MK-801. 

Tomando en cuenta estos antecedentesconjunta~e~t~ con los)esultados obte~idcis 
en este trabajo, se puede concluir que las crisis ,fueron,origin~daspor ~Láeido-glutámico 
endógeno basal, el cual es capnZ de Índuéi~desca~gns d,ebido a que éÍrcc~pt(;¡. se'~ncuentra 
sobresensibilizado como conse~uen~ia,d~ Ía hlperfosforÚa~iÓ~ d-~- u~~-: o';arias de' sus 

subunidades. 

Con base en los resultados, det EEG en ratas des'(Jicrtris )' ?nesÍesiadas, ;)· de las 

concentraciones extracelulares, éle ·aspartato y. gluta~at6,, y' tci~imdo 'e~' ~uenta los 

antecedentes mencionados, proponemos una posible explicación . a· los distintos efectos 

observados con OKA:en relación con otros fármacos convulsivantes como la 4-AP (fig. 

15). Un aumento en el glutamato sináptico, como el que produce la 4-AI', sobreactiva a los 

receptores NMDA lo suficiente como para superar el efecto bloqueador que el halotano 

tiene sobre el receptor. En cambio, el OKA no modifica la concentración extracelular de 

glutamato, pero si aumenta la sensibilidad de su receptor por fosforilación. Este aumento es 

suficiente para sobreactivar al receptor y producir crisis epileptiforrnes por el glutamato 

endógeno basal. En e_ste criso, sin embargo, _el halotano es capaz de bloquear al receptor. 

Otra cxplicaclón para la diferencia en la capacidad de inducir descargas epileptiforrnes bajo 

anestesia, es que el recep!or hiperfosf~rilado pudiera ser más sensible al bloqueo por 

halotano que el ,no hipcrfosforilado. 
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Figura 15. Esquema de la interpretación de los resultados experimentales en las sinapsis 
glutamatérgieas. A Funcionamiento normal. B Sobreactivación del receptor NMDA por un aumento 
en la liberación sináptica del glutamato inducido por la 4-AP. El halotano solo ejerce un bloqueo 
parcial sobre el receptor, insuficiente para inhibir la epilepsia y la neurodegeneración (Peña y Tapia, 
1999,2000). C Sobrcactivación del receptor NMDA por el glutamato endógeno extracelular normal, 
debido a que se encuentra sobresensibilizado como consecuencia de la hiperfosforilación inducida 
por el OKA. El bloqueo del receptor por el halotano, en este caso. es suficiente para inhibir 
totalmente la epilepsia producida por el OKA. 
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f>or otra parte, los niveles extracelularcs del resto de los aminoácidos estudiados 

íucron muy similares en las ratas anestesiadas y las ratas control despiertas. En el caso de la 

glutamina, tanto las ratas despiertas como las anestesiadas tratadas con OKA mostraron 

decrementos en los niveles cxtracelularcs; sin embargo, en las ratas despiertas esta 

disminución no füc significativa. Las concentraciones de taurina, glicina y alanina. en 

cambio, aumentaron en las ratas despiertas tratadas con ácido okadaico. Sin embargo. este 

aumento íue tardío, es decir, no se presentó inmediatamente después de haber prcíundiclo el 

inhibidor de fosfatasas de proteínas, lo cual indica que estas variaciones no se debieron 

directamente al íármaco, como ya se discutió en párrafos anteriores. Las diícrcncias que 

presentó este grupo experimental pudieron deberse a diíercntes demandas metabólicas o al 

manejo y al estrés al que estuvieron sometidas las ratas debido a las crisis epilcptiformcs 

generadas por el OKA, a pesar de que, paradójicamente, las concentraciones de glutamato y 

nspartato no cambiaron significativamente. 

3 NEURODEGENERACION 

La muerte neuronal en el hipocampo inducida por la administración de OKA ya ha 

sido descrita en estudios previos (Arias et al, 1998; He et al, 2001 ). Arias y colaboradores 

demostraron que la microinyección de este fármaco en el hipocampo de la rata lleva a la 

muerte celular de la región CA 1, el giro dentado y el hilus; esta neurodegeneración 

. comenzó a las 3 horas de haber administrado el ácido okadaico y fue más evidente a las 24 

· horas. Asimismo, observaron que el OKA indujo la expresión la Hsp 72 (proteína de estrés 

calórico) en las células sobrevivientes y en el lado contralateral, la cual fue bloqueada por 

el MK-80 l. En otro estudio, He y colaboradores (2001) encontraron que la microinyección 

·. de OKA en· esta misma estructura neuronal ocasiona un déficit en la memoria espacial 

.. como resultado de la neurodegeneración de la zona inyectada. 

La presencia de muerte neuronal en las ratas anestesiadas y. despiertas, a. pesar. de 

que las primeras no presentaron crisis epileptiforrnes, es un dato muy interesante. Primero: 

como se mencionó en la metodolog{a, la muerte neuronal fue prácticamente Íotal,de: tal 

manera que no fue posible hacer un conteo celular, por lo que la extensión ·del dafto fue 

cuantificada midiendo el área dañada en la región CA 1 del hipocampo. El valbr ~·btenido · 
fue muy similar en ambos grnpos de ratas. El hecho de que el halotano protegí~~ª· c~nti~ l~s 
crisis epilcpti formes pero no contra la neurodegcncración, coincide con el .trab~jodc Arias 
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y colaboradores (2002), en donde la muerte neuronal inducida por la microinyccción del 

OKA no fue prevenida por el MK-801, pero sí las crisis, como se mencionó en párrafos 

anteriores. Esto sugiere que el receptor NMDA está involucrado en el desarrollo de las 

crisis epilcptiformes, sin embargo, su participación en la neurodegeneración parece no ser 

tan importante. 

Es probable, entonces, que la muerte neuronal observada tanto en las ratas 

despiertas como las anestesiadas se deba al efecto que tiene el OKA sobre muchas otras 

proteínas, entre ellas, las de citoesqueleto. Tau; por ejemplo, es una proteína asociada a los 

microtúbulos del citoesqueleto, la cual contribuye de manera importante al dinamismo y la 

estabilidad de. éstos. Se ha visto que la fosforilación aumentada de esta proteína ocasiona 

agregaciones aberrantes de las neuronas (Sánchez et ni, 2001 }, la pérdida de procesos 

neuronales y un decremento en el número de sinapsis, características que se observan en la 

enfermedad de Alzheimer (Malchiodi-Albcdi et al, 1997). Asimismo, se ha, visto que .eri 

neuronas corticales en cultivo y en células de neuroblastoma, la hiperfosforilación de tau 

inducida por la aplicación de OKA conduce a cambios en el citoesqueleto y finaln1ente a la. 

muerte neuronal (Arias et ~l. 1993). Otros efectos ocasionados por.·~1 ácidó: ~k~daico en 

células de neuroblastoma . son. la. condensación de la cromatina. y 'r~hr~~iiifu~·ión 'del 

citoesqueleto, procesos. ti picos ele. Ía apoptosis (Fernández-Sánéhei et ;,; 1996). Sa~her y 

colaboradores ( 1993) . ~Ílcont~arC>n ·que el , tratamiento con · OKA: en :c~lti~Cls:.~:eúronales de 
\ •. ·¡ • • - • . 

ganglio de la raízdorsaiinducc alteraciones en la red de neurolilamentos oc~sionadas por 

un aume~ío.· ~n 'sus ~ivel~s ·de f~sforilación. En fibroblastcis /cétuta5 '~piteliál~s; ·la· 
.. :.· ,_.,.,, ,"-•' ._,_,_ . .' ¡'· .. ' .. ' 

administraci~n de este i~hibidor de fosfatasas de proteínas causó. un rompimientó rápido y 

completo de I~~ ~ic;C>túbulos esíables del citoesqueleto (Gúrland y Gumler~en, 1993). En 

todos los estudios·· antés · .~encionados. es evidente que el o\<A-att~r~ ·,~s. niveles de 

fosf<lrilación de dlsÚntcis elementos del citoesqueleto, lo que conduce. fin'atmente a la 

muerte celular. 

Como se mencionó anteriormente, la magnitud del área lesiOnada fue muy similar 

tanto en las ratas que desarrollaron crisis epileptiformes como tás que no presentaron 

descargas (ratas despiertas y anestesiadas, respectivamente): Estos resultados y los datos de 

los trabajos antes mencionados nos llevan a concluir que In neurodegeneración es 

ocasionada por los efectos directos e indirectos que tiene el ácido okadaico sobre muchas 
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proteínas y procesos celulares, cuyo desajuste conduce u In muerte neuronal, 

independientemente de las crisis epileptiformes. 
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VII. CONCLUSIONES 

La concenlraCión_ exlracelular de aspartato y glulamalo no se modificó por la administración de 

OKA. ni en lasralÍt~ cÍ~~~i.l!rtas ni en lasaneslesiÚdas, lo que confirma que la epilepsia producida por 
' .. ,. ···'·'·' ..... - . . 

este fármaco se d~bepdn~ip~lri1c~te ~ Ün auin~nto en la sensibiHd~d d~ los receptores NMDA. 

<~~': . ,e· -

-"·~-- ¡'Ó'~· --,~-:·~_:· •. : ;.•-·, 

M ic1Ítras. que .en. ;¡5:;'~~{ri~. :~¿;;i~~rtas .• e~ 0 {)-~~··.·prÓ~ ~1j º.· i Í1l~n~~s·.·~¿~ v~:l.siÓ ncs,· .las ralas anestesiadas 

:;:'.'.'.º:i:,i~tEf ~~f~1B\~t~:~.:.:.'.;jf~~tf~~~{ii]\'i' m" ,ro'"''' ~ '" '' ""'º~"' 
"/l;·,·>·º'·¡O' · - -· ;·~ .·:¡_ •· :,'1?.:: . .'.';· 

,. . " -'-" ,:_·. ·:-· ~·~':·.:;·"'.·~,- ··-'"~·.F·:: .•. ,.,,. ,·:::: ,·,:-· _,_.··:''' . 

,.,,:~:;::;:.:::4~~,~~~t~~~~~~t .ig~~;:;s.:::$=..~:~'=:·:: 
citoesquelcto, lo é¡ue. llcvÍl a la múerie:'nellronal;~pÓÍ' mééanismos diferentes á la actiilaéión de receptores 

·:.-'':\' ~-\~f~~~;Y-~~,~:.:¡: ~~:y . .. , ·J.;- '·::··i::1 •. ,.." ·:-..~" ·--· < .- --- :_<:;~~·: .. , ·:·-:<; .. :· · 
·-~·_'._,. • - 'j· ,-.-G,.~: ;;< ~~ ·' .• ·:·.i •00 :y.':~: ... ~;~~{.,~f:~.~¿.:';~:~J~~~·,~~- :_¡. -~.;.: .~-~:- .. :;~ ·'" .-.'·::-.•.: •• ·~-~:. ·. 
\~>" ::Z:"'~ 7'-:;_;~~~~;?~ .. ~'.;.~~-~.f~.1~: .. ; .. -, -· . , ·- '~:-.•:o ' ,--,. .. , -:'.,_:;·, ;;·: , .... ,, ,.- .... ; ., '. ;_, -•. ~ -' ·.: '· · . 

. . . ' ;>: ).,_ ··:/ ,.~·-. ,,.,_.--: ' ::..:,,··.; ·,·."·;>.:;:~ :'/'.~'.-;:.;_~: _:·' < . . ".· -'.: .. '." __ ,; ·; '· ;, .· 
.. , : .. !.::·1 ,, ,. - .~.::>-::i-.:r'7:;;~~:-~.'.~~-:~~: ... ;~\:/.: ·.· .)>·~~:::-._,,.;~Sr . ~::>-;.' 

Estos mccanisril~~ ~~;l:~~z?d~'~~~gi~;ii·n;~~rii'~j~~~~ii~dt~~·~~'.1:~;~~fiviJ;·c1·;~¡;~~;ica, .;ª.que . 

aunque las ratas nncstcsiada~::110.hlvicrcín}pil.~~si€/e1, ·~~íl~~~~~idn~i" rd/icléiüi~~·~'1•~b~é.4~do·· en las 

ratas despiertas; 

a glutamnto. 
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