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p38 MAPK Proteína cinasa activada por mitógenos p38 
p70S6K  Cinasa de la proteína ribosomal S6 
PBS   Solución salina de fosfatos 
PC   Células de Purkinje 
PD98059  2-(2-Amino-3-metoxifenil)-4H-1-benzopiran-4-ona 
PDE1  Fosfodiesterasa 1  
PF   Fibras paralelas 
PI3K   Fosfatidil inositol 3 cinasa 
PKB   Proteína cinasa B 
PKC   Proteína cinasa dependiente de Ca2+/calmodulina 
PLC  Fosfolipasa C 
PMSF  Fenilmetilsulfonil fluoruro 
pp125FAK  Cinasa de adhesión focal pp125 FAK 
PP2B  Calcineurina  



Proteína G Proteína que une nucleótidos de guanina 
PSD  Densidad postsináptica 
RasGRF1 Factor de liberación de nucleótidos de guanina Ras 
RNA  Ácido ribonucléico 
s  Espina dendrítica 
SB202190  4-[4-(4-Fluorofenil)-5-(4-piridinil)-1H-imidazol-2-il] fenol 
Src   Elemento transformante del retrovirus del sarcoma de Rous 
SDS-PAGE  Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de doudecil 

sulfato de sodio 
Ser   Serina 
t-ACPD  Ácido 1-amino-1,3-ciclopentan-trans-dicarboxilico 
TBS   Solución amortiguadora de tris 
Thr   Treonina 
Tyr   Tirosina 
TBE  Tris de ácido bórico y EDTA 
TMs   Segmentos transmembranales 
TNF  Factor de necrosis tumoral 

 

 



ÍNDICE 
 

i) Resumen  

ii) Abstract   

1. Introducción   

2. Justificación  

3. Hipótesis   

4. Objetivos  

5. Estrategia experimental   

6. Materiales y métodos 

7. Resultados   

8. Discusión  

9. Conclusiones 

10. Perspectivas  

11. Referencias  

12. Anexo  

  



Activación de p38 MAPK por Glu en BGC 

 

i) Resumen 
 

El ácido glutámico es el principal aminoácido excitador en el Sistema Nervioso 

Central y está involucrado en los cambios en la expresión de genes que participan 

en la plasticidad sináptica. Este neurotransmisor ejerce sus funciones al unirse a 

diferentes tipos de receptores membranales. Los receptores de glutamato se 

clasifican en dos categorías funcionalmente distintas: receptores de glutamato de 

tipo metabotrópico, que median sus efectos al acoplarse a proteínas G y a 

sistemas de segundos mensajeros y receptores de glutamato de tipo ionotrópico, 

que son canales iónicos activados por ligando. Ambos tipos de receptores están 

presentes en neuronas y en células gliales. La vía de las proteínas cinasas 

activadas por mitógenos desempeña una función importante en la señalización de 

la membrana al núcleo. En células gliales de Bergmann cerebelares, la regulación 

transcripcional dependiente de glutamato del gen de la proteína de unión a kainato 

es dependiente de manera parcial de la actividad de p42/44 MAPK. La proteína 

p38 MAPK es otro miembro de esta familia de cinasas y es activada por estímulos 

no mitogénicos a través de la fosforilación de los residuos Thr180/Tyr182, y 

fosforila proteínas blanco citoplásmicas y nucleares involucradas en eventos 

traduccionales y transcripcionales, respectivamente. Tomando en consideración 

que el papel de p38 MAPK en células gliales no es conocido del todo, 

investigamos la activación de p38 MAPK por glutamato en cultivos primarios de 

células gliales de Bergmann. En este trabajo demostramos que la estimulación 

con glutamato aumenta la fosforilación de p38 MAPK, de manera dependiente del 

tiempo y la concentración de glutamato. Asimismo, encontramos que los 

receptores de glutamato de tipo ionotrópico y metabotrópico, así como la 

señalización por Ca2+ participan en la activación de p38 MAPK. Además, se 

demostró que p38 MAPK está involucrada en regulación transcripcional 

dependiente de glutamato de chkbp en este tipo celular. Estos resultados 

demuestran la participación de p38 MAPK en la regulación de la expresión de 

genes dependiente de glutamato en células gliales.  
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ii) Abstract 
 

Glutamic acid is the main excitatory amino acid transmitter in central nervous 

system, and is involved in changes of gene expression underlying synaptic 

plasticity. This neurotransmitter exerts its functions by binding to different types of 

membrane receptors. Glutamate receptors can be classified into two functionally 

distinct categories: metabotropic glutamate receptors, that mediate their effects via 

coupling to G-protein second messenger systems, and ionotropic glutamate 

receptors, that are ligand-gated ion channels. Both types of glutamate receptors 

are present in neurons and glial cells. Mitogen-activated proteins kinases are 

critical for all membrane to nucleus signaling pathways described so far. In 

cerebellar Bergmann glial cells, glutamate-dependent transcriptional regulation of 

kainate binding protein gene is partially dependent on p42/44 MAPK activity. 

Another member of this kinase family, p38 MAPK is activated by non-mitogenic 

stimuli through its Thr180/Tyr182 phosphorylation. Once activated p38 MAPK 

phosphorylates cytoplasmic and nuclear protein targets involved in translational 

and transcriptional control. Taking into consideration that the role of p38 MAPK in 

glial cells is not well understood, we investigate here the p38 MAPK activation by 

glutamate using Bergmann glia cells primary cultures. We demonstrate that 

glutamate increases p38 MAPK phosphorylation in a time and dose dependent 

manner. Ionotropic and metabotropic glutamate receptors as well as Ca2+ signaling 

participate in p38 MAPK activation. Moreover, p38 MAPK is involved in the 

documented glutamate-induced transcriptional activation of chkbp in these cells. 

The present findings demonstrate the involvement of p38 MAPK in glutamate-

dependent gene expression regulation. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 El Glu: sus receptores y transportadores 

 

El ácido glutámico (Glu) es el principal neurotransmisor excitador del 

Sistema Nervioso Central (SNC) de los vertebrados. El Glu participa en diversas 

funciones en el SNC como diferenciación, migración, supervivencia neuronal y 

formación de redes neurales durante el desarrollo (Meldrum, 2000). En el cerebro 

adulto Glu media la mayor parte de la neurotransmisión excitadora, además de 

participar en la eficacia de los cambios plásticos que ocurren durante los procesos 

de aprendizaje y memoria (Madden, 2002). Además, debido al preponderante 

papel del Glu en las funciones del SNC, la disfunción de la señalización 

glutamatérgica está implicada en un amplio rango de patologías entre las cuales 

se encuentran la epilepsia, la esquizofrenia y la percepción de dolor (Gouaux, 

2003). 

 

El Glu es un aminoácido (aa) no esencial incapaz de atravesar la barrera 

hematoencefálica, por lo tanto es sintetizado a partir de precursores como el α-

cetoglutarato, cuyo esqueleto carbonado proviene de la glucosa. El Glu está 

presente en altas concentraciones en el SNC y es liberado de manera 

dependiente de Ca2+ después de una estimulación eléctrica. Después de su 

liberación, el Glu estimula receptores expresados en neuronas y células gliales. El 

Glu es removido de la hendidura sináptica principalmente por los astrocitos y es 

convertido a glutamina (Gln) en una reacción enzimática catalizada por la 
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glutamina sintetasa (GS). La Gln es regresada a las neuronas que emplean Glu 

como neurotransmisor, donde nuevamente es convertida a Glu, en un ciclo que se 

denomina “lanzadera glutamina-glutamato”, el cual es esencial para la disposición 

y el reciclaje del Glu liberado por las neuronas (Figura 1) (Nedergaard et al, 2002). 

El Glu liberado en las terminales sinápticas se une a sitios selectivos de unión los 

cuales han sido caracterizados. 

 

Figura 1.  Metabolismo del glutamato en el SNC (Modificado de Nedergaard et al, 2002). 
 

 

El Glu ejerce sus funciones al unirse a receptores membranales (GluRs) 

que han sido clasificados de acuerdo a su estructura y a los sistemas de 

transducción de señales a los cuales se acoplan en dos grupos principales: 

receptores glutamatérgicos metabotrópicos (mGluRs) y receptores 

glutamatérgicos ionotrópicos (iGluRs) (Hollmann y Heinemann, 1994).   
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1.1.1 Receptores de Glu de tipo metabotrópico 

 

Los mGluRs pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteínas 

que unen nucleótidos de guanina (proteínas G) triméricas. Los mGluRs se acoplan 

a sistemas de señalización de segundos mensajeros. El análisis de la secuencia 

de aminoácidos de los mGluRs muestra que estas proteínas son evolutivamente 

distintas a los receptores acoplados a proteínas G (GPCRs) previamente 

caracterizados (Kostenis et al, 1999). Estos receptores junto con el receptor del 

ácido γ-aminobutírico (GABA) tipo B, el receptor sensible a Ca2+, así como 

algunos tipos de receptores a odorantes y feromonas constituyen la clase C de los 

GPCRs. Estructuralmente están constituidos por un solo polipéptido que contiene 

siete dominios transmembranales conectados por asas intra y extracelulares. El 

dominio amino terminal de estos receptores es extracelular y característicamente 

largo (aproximadamente 500-600 aa), mientras que el extremo carboxilo terminal 

es intracelular y es de tamaño variable. En él se encuentran varios sitios consenso 

de fosforilación. La región amino terminal contiene el sitio de unión al ligando, así 

como una región altamente conservada rica en cisteínas, la cual parece ser 

importante para la dimerización de estos receptores (Figura 2) (Coutinho y 

Knöpfel, 2002). 
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                A)                                                            B) 

 
Figura 2.  A) Clasificación de los receptores metabotrópicos glutamatérgicos. B) Modelo estructural 
de los mGluRs: extremo animo terminal extracelular, siete segmentos transmembranales (TMI-VII) 
y extremo carboxilo terminal intracelular (Modificado de Kew y Kemp, 2005). 

 

Hasta la fecha se han identificado ocho genes que codifican para los 

mGluRs (mGluR1-mGluR8). Estos receptores han sido clasificados en tres grupos 

de acuerdo a la identidad de secuencia, vías de señalización que promueven y 

farmacología. El grupo I está constituido por mGluR1 y mGluR5. Este grupo de 

receptores es activado preferencialmente por el agonista (RS)-3,5-

dihidroxifenilglicina (DHPG) y se acoplan a proteínas Gq, promoviendo el 

metabolismo de fosfoinosítidos a través de la activación de fosfolipasa C (PLC) y 

la producción de diacilgricerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3). Lo anterior permite 

la liberación del Ca2+ secuestrado en posas intracelulares y la generación de la 

señalización por Ca2+ (Pin y Acher, 2002). En contraste, el grupo II (formado por 

mGluR2 y mGluR3) y el grupo III (cuyos miembros incluyen mGluR4, mGluR6-8) 

son activados por el ácido 1-amino-1,3-ciclopentan-trans-dicarboxilico (t-ACPD) y 

el ácido L-(+)-2-amino-4-fosfobutírico (L-AP4), respectivamente, y se acoplan a 
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proteínas Gi y G0, inhibiendo a la enzima adenilato ciclasa (AC) (Coutinho y 

Knöpfel, 2002). 

 

El análisis de la estructura tridimensional de estos receptores, en especial 

de la subunidad mGluR1, ha revelado que los mGluRs existen en forma de 

dímeros. Los dímeros de mGluRs se estabilizan por puentes disulfuro en el 

extremo amino terminal extracelular y los residuos de cisteína parecen ser de 

importancia para la dimerización. El papel del proceso de la dimerización de los 

mGluRs no es del todo claro, sin embargo se ha propuesto que la dimerización 

promueve un cambio conformacional que facilita su activación (Pin et al, 2004).   

 

1.1.2 Receptores de Glu de tipo ionotrópico 

 

Los iGluRs son complejos multiprotéicos con un canal iónico intrínseco que 

al activarse promueve cambios en la permeabilidad de la membrana. Están 

constituidos por 4-5 subunidades de aproximadamente 100 kDa cada una (Figura 

3), las cuales constan de un solo péptido con tres segmentos transmembranales 

(TM) y un asa reentrante (TM2) (Dingledine et al, 1999). De acuerdo a sus 

características estructurales y farmacológicas se han identificado tres tipos 

principales de iGluRs: AMPA, KA y NMDA, por responder a la unión con α-amino-

3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionato, kainato y N-metil-D-aspartato, 

respectivamente (Hollmann y Heinemann, 1994). 
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       A)         B) 

 

Figura 3. A) Clasificación farmacológica y molecular de los receptores glutamatérgicos 
ionotrópicos. B) Modelo estructural propuesto para las subunidades de los receptores ionotrópicos: 
extremo amino terminal extracelular, segmentos transmembranales (TM) I, III y IV, y asa reentrante 
(TMII), extremo carboxilo terminal intracelular (Modificado de Kew y Kemp, 2005). 
 

 La clasificación molecular de los iGluRs proviene de la aplicación de las 

técnicas de clonación de cDNA, las cuales revelan que la diversidad de estos 

receptores es mucho más compleja que lo que se sabía con los estudios 

electrofisiológicos y farmacológicos, ya que cada uno de los principales subtipos 

de iGluRs, comprenden una familia de genes (Madden, 2002).  

 

La diversidad de funciones de los iGluRs está determinada en gran parte 

por los genes que se expresan en una célula determinada, además de ello las 

subunidades de los iGluRs están sujetas a alteraciones post-transcripcionales, 

como corte y empalme alternativo y edición de RNA, las cuales dan origen a una 

gran diversidad estructural y funcional.  

 

Los receptores NMDA, están formados por tres familias de genes y 5 

cDNAs: NR1, NR2A, NR2B, NR2C y NR3. La subunidad NR1 debe estar presente 
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para que se forme un receptor funcional y puede ensamblarse con cualquiera de 

las subunidades de las otras familias. En condiciones de reposo el canal está 

bloqueado por Mg2+ de una manera dependiente de voltaje. Por lo que su 

activación requiere de la despolarización de la membrana. Además para que el 

receptor adquiera mayor eficiencia es necesaria la presencia del co-agonista 

glicina (Gly). La subunidad NR1 contiene el sitio de unión a Gly (Mayer y 

Armstrong, 2004; Madden, 2002). 

 

Los receptores de tipo AMPA están constituidos por las subunidades: 

GluR1, GluR2, GluR3 y GluR4 (también llamadas GluRA-GluRD). La 

permeabilidad de los receptores AMPA está determinada por la subunidad GluR2: 

los complejos homoméricos de GluR1, GluR3 o GluR4 forman canales permeables 

a Ca2+, mientras que los homómeros de GluR2 o heterómeros de GluR2 son 

impermeables a Ca2+ (Seeburg y Hartner, 2003). Esta característica de 

permeabilidad ha sido atribuida a un solo residuo aminoácidico en la región TM2 

que forma el poro, denominado sitio Q/R. De esta manera la presencia de la 

subunidad GluR2 previene la permeabilidad de Ca2+, así como otros cationes 

divalentes a través del canal. Las cuatro subunidades de los AMPAR se 

encuentran en dos versiones de corte y empalme alternativo denominadas flip y 

flop. En rata, las variantes flip predominan antes del nacimiento y se expresan con 

menor abundancia en el animal adulto, mientras que las variantes flop son poco 

abundantes durante los primeros días de nacimiento y son regulados 

positivamente cerca del mismo nivel que para las formas flip en el animal adulto 

(Dingledine et al, 1999). Existen además diferencias funcionales entre las 
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versiones flip y flop: las versiones flop se desensibilizan más rápidamente que las 

formas flip (Bredt et al, 2003). 

 

Los genes que codifican para los receptores a kainato, pertenecen a dos 

familias: i) GluR5, GluR6 y GluR7, y ii) KA1 y KA2. En estos receptores el canal 

funcional se forma solo cuando se ensamblan miembros de la familia GluR5-

GluR7. La identificación de una serie de isoformas derivadas de corte y empalme 

alternativo han revelado que el repertorio de los receptores a kainato no está 

limitada a las 5 subunidades antes mencionadas (Lerma et al, 2001). 

 

Además de los GluRs antes mencionados, se han identificado y clonado 

proteínas con afinidad de unión a kainato, así como a los agonistas Glu y domoato 

(Dom), que en conjunto han sido denominadas proteínas de unión a kainato (KBP) 

(Henley, 1994).  

 

1.1.3 Transportadores de Glu 

 

La remoción del Glu extracelular es el mecanismo de inactivación del 

neurotransmisor, por lo que es importante para mantener el equilibrio de la 

neurotransmisión glutamatérgica, prevenir la sobreestimulación de los GluRs y 

proteger a las neuronas de la excitotoxicidad. Dicha remoción es llevada a cabo 

por una familia de transportadores denominados en conjunto transportadores de 

aminoácidos excitadores (EAATs). Esta familia de transportadores con alta 

afinidad por Glu, está compuesta por cinco diferentes transportadores: EAAT1, 
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EAAT2, EAAT3, EAAT4 y EAAT5 (Danbolt, 2001). Los EAATs son expresados 

tanto en neuronas como en células gliales. EAAT3, EAAT4 y EAAT5 son 

trasportadores principalmente neuronales y su expresión se encuentra enriquecida 

en células piramidales de corteza e hipocampo, en las células de Purkinje del 

cerebelo y en la retina, respectivamente. EAAT1 y EAAT2, así como sus 

homólogos en rata: el transportador de glutamato-aspartato (GLAST) y  el 

transportador de glutamato 1 (GLT-1) respectivamente, son transportadores 

primordialmente gliales. EAAT1/GLAST se expresa  especialmente en cerebelo, 

en las células gliales de Bergmann y EAAT2/GLT-1  se expresa principalmente en 

los astrocitos localizados en el hipocampo, la corteza cerebral y el estriado 

(Perego et al, 2000). La mayor parte del Glu liberado durante la neurotransmisión 

es removido por transportadores gliales (Schousboe, 1981). Los cinco tipos de  

transportadores catalizan el transporte de Glu y aspartato (Asp), y están acoplados 

al co-transporte de Na+ y K+. La alteración en la expresión y la actividad de los 

EAATs han sido implicadas en la etiología y progresión de varias patologías como 

epilepsia, Parkinson, Alzheimer, esclerosis lateral amiotrófica y enfermedad de 

Huntington (Danbolt, 2001). 

 

1.2 El cerebelo y sus células 

 

El cerebelo es una estructura que representa solo el 10% del volumen total 

del cerebro, pero que contiene más de la mitad de las neuronas del cerebro 

adulto. El cerebelo se encuentra en la base posterior del cerebro y recibe 

información somatosensorial de la médula espinal, información motora de la 
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corteza cerebral e información acerca del equilibrio de los órganos vestibulares del 

oído interno. Dentro de las funciones principales del cerebelo están el 

mantenimiento de la postura, coordinación de los movimientos de la cabeza y los 

ojos y control de movimiento fino. Anteriormente se consideraba al cerebelo como 

una estructura puramente motora, sin embargo en la actualidad se reconoce la 

participación del cerebelo en funciones cognitivas, de lenguaje, aprendizaje y 

memoria (Kandel, 2000). 

 

Estructuralmente, el cerebelo se compone de: i) Fibras aferentes de la 

corteza cerebelosa, ii) Núcleo profundo cerebelar, y iii) Corteza cerebelar. El 

cerebelo se conecta con otras partes del SNC por medio de tres vías llamadas en 

conjunto pedúnculos cerebelosos (Purves, 2001).  

 

La corteza cerebelar es una estructura laminar que está dividida en tres 

capas: i) la capa de células granulares, ii) la capa de células de Purkinje, y iii) la 

capa molecular. Contiene solo 5 tipos de neuronas: células estrelladas, células en 

canasta, células granulares, células de Golgi y células de Purkinje (PC). La capa 

granular contiene los somas de las células granulares, las células de Golgi y los 

axones de las fibras musgosas. Los axones de las células granulares proyectan 

hacia la capa molecular en donde se bifurcan formando las fibras paralelas (PF). 

La capa de células de Purkinje está formada por los somas de las células de 

Purkinje, mientras que sus dendritas se encuentran localizadas en la capa 

molecular, además de las fibras paralelas y las interneuronas estrelladas y en 

canasta (Voogd y Glickstein, 1998).  Además existen tres tipos de células gliales 
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en la corteza cerebelar: i) astrocitos, ii) oligodrendrocitos y iii) células gliales de 

Bergmann (BGC) (Müller y Kettenmann, 1995). 

 

El circuito cerebelar tiene dos aferencias excitadoras: i) las fibras trepadoras 

que provienen de la oliva inferior, y ii) las fibras musgosas provenientes de la 

médula espinal y los núcleos reticulares y pontino. Las fibras trepadoras activan 

directamente a las células de Purkinje. Mientras que las fibras musgosas, lo hacen 

de manera indirecta formando sinapsis con las células granulares, cuyos axones 

en la capa molecular (fibras paralelas) establecen sinapsis excitadoras con el árbol 

dendrítico de las células de Purkinje, constituyendo el tipo de sinapsis más 

abundante en el SNC (Figura 4). Los axones de las células de Purkinje proyectan 

hacia los núcleos intracerebelares y vestibulares, constituyendo la única eferencia 

del circuito. Por otro lado las células granulares activan las interneuronas 

inhibidoras (las células estrelladas y de canasta), mientras que las células de 

Golgi, causan retroalimentación negativa hacia las células granulares. Asimismo, 

el cerebelo recibe fibras noradrenérgicas y serotoninérgicas provenientes de locus 

coeruleus y los núcleos de rafé (Kandel, 2000). 
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Figura 4. Organización celular de la corteza cerebelar y circuito cerebelar (Modificado de Kandel, 

1981). 

 

1.2.1 Células gliales de Bergmann 

 

Las células gliales de Bergmann (BCG) son un tipo de glía radial que no 

sufre conversión astrocítica en el adulto y sirve como astrocito especializado en el 

cerebelo. Las BGC tienen sus cuerpos celulares localizados en la capa de células 

de Purkinje y sus procesos se extienden a través de la capa molecular (Figura 5)  

(Müller y Kettenmann, 1995). 

 

Durante el desarrollo, las BGC sirven como soporte estructural y guía para 

la migración de las células granulares y del crecimiento de sus axones (Hatten y 

Mason, 1990). Durante la migración de las células granulares los procesos de las 

BGC son delgados y lisos, a excepción de protuberancias ocasionales debidas a 
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las mitocondrias. Esta apariencia cambia dramáticamente tan pronto como las 

células granulares alcanzan su destino. Es entonces cuando los procesos de las 

BGC se hacen más gruesos y desarrollan crecimientos laterales masivos. Estos 

apéndices laterales determinan las características morfológicas de las BGC 

adultas (Grosche et al, 1999) (Figura 5). Además, las BGC favorecen el 

crecimiento del árbol dendrítico de las células de Purkinje, en cultivos 

organotípicos (Lordkipanidze y Dunaevsky, 2005).  

 

 

Figura 5. Morfología típica de células gliales de Bergmann (BGC). A) Célula de glía de Bergmann 
marcada con Alexa-594 y observada con microscopía de barrido láser de doble fotón: se observan 
el cuerpo celular y los procesos gliales. B) Reconstrucción tridimensional de un doble marcaje de 
BGC y células de Purkinje (PC): las BGC se marcaron con Alexa 488 (verde) y las PC con Alexa 
568 (rojo). En la imagen se observa que los procesos de las BGC se sobrelapan con parte del 
árbol dendrítico de las PC en la capa molecular del cerebelo. C) Diagrama esquemático de la 
corteza cerebelar: los cuerpos celulares de las BGC están localizados en la capa de células de 
Purkinje (ccp), en donde se encuentran también los somas de las células de Purkinje (PC). En la 
capa molecular (cm), los procesos de las BGC se asocian íntimamente con las dendritas de las PC. 
En la capa granular (cg) y la materia blanca se encuentran los astrocitos cerebelares (Ac). 
(Adaptado de: A) Beierlein y Regehr 2006; B) Brockhaus y Deitmer, 2002; C) Tanaka et al, 2008) 
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En el cerebelo adulto los procesos de las BGC se alinean con las dendritas 

de las PC y rodean completamente las sinapsis que se establecen entre las PCy 

las fibras paralelas (PC-PF) (Figura 6) (Grosche et al, 2002; Matsui et al, 2005). 

Las sinapsis PC-PF son de tipo glutamatérgico (Bordey y Sontheimer, 2003).  

Debido a la ubicación de las BGC en relación con las sinapsis PC-PF se ha 

propuesto que las BGC regulan la eficiencia sináptica (Teichberg, 1991).  

                             A)                                     B) 

 

 

 

 

 

Figura 6. Las células gliales de Bergmann rodean la sinapsis PC-PF. A) Micrografía de la sinapsis 
glutamatérgica formada por las fibras paralelas (PF)  y la espina dendrítica de una célula de 
Purkinje (S), la cual está totalmente rodeada por células gliales de Bergman (BG). B) Diagrama 
esquemático de la sinapsis PC-PF. (Tomado de Matsui et al, 2005).  

  

Las BGC responden a la estimulación de las PF. El Glu liberado en la 

hendidura sináptica durante la neurotransmisión no solo estimula GluRs post-

sinápticos sino también actúa en los GluRs localizados en las membranas de las 

BGC (revisado en Muller y Kettenmann, 1995). Las BGC expresan GluRs 

funcionales: tanto metabotrópicos de los grupos I y III, como  ionotrópicos de tipo 

NMDA, AMPA y KA (López et al, 1998; López et al, 1994, López et al, 1997, Luque 

y Richards, 1995). Los iGluRs de tipo AMPA en las BGC no expresan la subunidad 
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GluR2, lo que les confiere permeabilidad a Ca2+. Esta característica es de gran 

importancia, ya que la presencia de esta subunidad promueve cambios 

morfológicos en las BGC, lo que sugiere que los receptores de tipo AMPA 

participan activamente en la fisiología de estas células y en sus interacciones con 

las sinapsis PC-PF (Iino et al, 2001).  

 

1.3 Señalización glutamatérgica 

 

1.3.1 Señalización glutamatérgica en neuronas 

 

La señalización glutamatérgica se lleva a cabo a través de la activación de 

los diferentes tipos de GluRs. Los GluRs están acoplados al influjo de Na+ y Ca2+, 

y a la liberación de Ca2+ del retículo endoplásmico, lo cual causa un incremento en 

la actividad de cinasas, fosfatasas y proteasas dependientes de Ca2+, que 

promueve la regulación de la expresión de genes que permiten cambios en la 

estructura y la función de neuronas y células gliales.  

 

La activación de los receptores de tipo NMDA en neuronas, permite la 

entrada de Ca2+ el cual se une a calmodulina (CaM), promoviendo la activación de 

las proteínas blanco del complejo Ca2+/ CaM: como AC, la cinasa dependiente de 

Ca2+/ CaM (CaMKII), el factor de liberación de nucleótidos de guanina Ras 

(RasGRF1), la fosfodiesterasa 1 (PDE1) y calcineurina (PP2B). Lo anterior permite 

la regulación de vías de señalización que tienen influencia en la actividad de las 

GTPasas Ras, Rap, Rac y Cdc42, lo cual lleva a la activación de cinasas como la 
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cinasa de respuesta a estímulos extracelulares 1/2 (ERK1/2), p38 MAPK y JNK, 

además de la proteína cinasa C (PKC) (revisado en Kennedy et al 2005). La 

estimulación de los GluRs en cultivos de neuronas de estriado, hipocampo y 

corteza promueve la fosforilación de ERK1/2 (Xia et al, 1996, Perkinton et al, 

2002). 

 

Los receptores AMPA funcionan no solo como canales iónicos sino también 

como transductores de señales en la superficie celular, por su interacción con la 

proteína tirosina cinasa no receptora de la familia de la cinasa del elemento 

transformante del retrovirus del sarcoma de rous (Src): Lyn. En el cerebelo, Lyn 

está físicamente asociada con los receptores AMPA y es rápidamente activada 

después de la estimulación del receptor de manera independiente del influjo de 

Ca2+ y Na+ a través de los receptores AMPA, dando como resultado la activación 

de la vía de las proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPK) (Hayashi et al, 

1999).  

 

En el cerebelo, la unión de Glu a los mGluR1 localizados en las PC activa a 

la proteína Gs y a vía PLC/DAG y de PKC, la cual fosforila a la subunidad GluR2 

en Ser 880 promoviendo la endocitosis del receptor (revisado en Evans, 2007). Sin 

embargo, las cascadas de señalización de los mGluRs parecen ser más complejas 

que la de otros GPCRs, ya que pueden activar a la fosfodiesterasa de GMP 

cíclico, la fosfolipasa A2 (PLA2) y las MAPKs (Fagni, 2004). Además, los mGluRs 

del grupo I se unen a proteínas de andamiaje formando complejos multiprotéicos 

en la densidad postsináptica (PSD) (Thomas, 2002). Dentro de las proteínas que 
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forman estos complejos se encuentran las proteínas de la familia Homer (1a, 1b/c, 

2a/b y 3), las cuales participan en el tráfico de las subunidades de mGluRs 

(mGluR1alfa/5), la unión de las subunidades mGluR1 y mGluR5 con los 

receptores de IP3, la regulación de los canales de Ca2+ tipo N y de K+ tipo M, el 

desarrollo de espinas dendríticas, axones y sinapsis (Mao et al, 2005). Asimismo, 

la proteína Homer 1b/c participa en la activación de ERK1/2 mediada por mGluRs 

del  grupo I, en cultivos de neuronas estriatales. El mecanismo es parcialmente 

dependiente de la vía convencional PLCβ1/IP3/Ca2+. Sin embargo la activación de 

ERK por mGluRs es independiente de la liberación de Ca2+ intracelular, en su 

lugar, la cual se une directamente a la región carboxilo terminal de mGluR5 (Mao 

et al, 2005). 

 

1.3.2 Señalización glutamatérgica en BGC 

 

Las  BGC debido a su situación espacial en relación a la sinapsis PC-PF y a 

la presencia de receptores y transportadores de Glu, censan la actividad sináptica 

de las células vecinas: el Glu liberado por las PF despolariza a las BGC 

aumentando la concentración de Ca2+ intracelular (Bellamy et al, 2007) y 

promoviendo la activación de vías de señalización (Kirischuk et al, 1999). La 

estimulación de los iGluRs expresados en BGC, provoca la acumulación de 

inositol trifosfato (López-Colomé et al, 1997), la activación y translocación a la 

membrana celular de PKC (Cid y Ortega, 1993) y activa la vía de ERK1/2 MAPK 

(López-Colomé y Ortega, 1997; Aguirre et al, 2000; 2002). Además, la activación 

de iGluRs gliales activa las vías de PI3K/PKB/Akt/GS3K (Morales et al 2006) y 
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PI3K/ CaMKII/PKC/NFkB (Méndez et al, 2005). En estas mismas células, se ha 

descrito un mecanismo de señalización mediado por los receptores de tipo AMPA 

similar al descrito por Hayashi (1999), en neuronas: la cinasa de adhesión focal 

(pp125FAK) y PI3K se asocian al receptor AMPA formando un transducisoma, aún 

en ausencia de Ca2+ (Millán et al, 2004). Las BGC expresan también mGluRs del 

grupo I (López et al, 1998), cuya activación participa en la señalización intracelular 

mediada por la proteína STAT3 (Aguilera et al, 1999). En la figura 7 se puede 

observar un resumen de las cascadas de señalización mencionadas. 

 

Recientemente se ha especulado acerca de la participación de los flujos 

iónicos producidos por el co-transporte de Na+/K+ durante el transporte membranal 

de Glu, en la señalización glutamatérgica. Se ha reportado la activación de la vía 

de las MAPK MEK/ERK1/2, por el transportador GLAST/EAAT1 (Abe y Saito, 

2001). Además, este transportador regula la expresión en la superficie celular de 

la subunidad γ (FXYD2/γ) de la ATPasa de Na+ y K+ en astrocitos fetales humanos 

(Gegelashvili et al, 2007). En BGC el transportador GLAST participa en la 

señalización que promueve la fosforilación de la proteína blanco de rapamicina en 

mamíferos (mTOR) mediada por Glu (Zepeda et al, 2009). Los mecanismos que 

intervienen en la transducción de señales a través del transportador GLAST aún 

no son claros (Abe y Saito, 2001).  
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Figura 7. Vías de señalización inducidas por Glu en BGC. La estimulación glutamatérgica en 
BGC promueve la activación de vías de señalización previamente caracterizadas, dentro de estas 
podemos mencionar: la proteína cinasa dependiente de Ca2+/calmodulina II (CaMKII), la proteína 
cinasa B (PKB/Akt), la cinasa glicógeno sintasa 3 (GS3K), la proteína cinasa C (PKC), las proteínas 
STAT y las proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPK) (Aguirre et al, 2000; Aguirre et al, 
2002; Morales et al, 2006; López-Bayghen y Ortega, 2004; Aguilera et al, 1999; López-Colomé y 
Ortega, 1997). Las vías de señalización antes mencionadas participan en la regulación de los 
procesos de traducción (González-Mejia et al, 2006; Barrera et al, 2008; Zepeda et al, 2009) y 
transcripción que tienen como finalidad la regulación de genes glía- específicos como: el 
transportador de glutamato-aspartato GLAST y la proteína de unión a kainato (KBP) (Aguirre et al, 
2000; Aguirre et al, 2002, Méndez et al, 2005, Rosas et al, 2007). 
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1.4 Regulación de la expresión génica por Glu 

 

El Glu regula la expresión de genes a nivel traduccional y transcripcional. La 

traducción es el paso final de la expresión de genes y el estudio de su regulación 

es de gran importancia dentro de la fisiología celular. En neuronas, el Glu 

incrementa la incorporación de L-[35S]-metionina y la asociación de RNAm a 

polirribosomas (Bagni et al, 2000), lo anterior nos indica que existe una regulación 

positiva de la traducción. Igualmente, el Glu regula la síntesis local de proteínas en 

las dendritas durante periodos de intensa actividad sináptica (Schumann et al, 

2006). En BGC, el Glu disminuye la incorporación de L-[35S]-metionina durante los 

primeros minutos de tratamiento y aumenta luego de 30 minutos (González-Mejia 

et al, 2006). Este efecto bifásico en la traducción sugiere que el Glu regula las 

fases de inicio y de elongación de la traducción, a través de la fosforilación del 

factor eucariótico de elongación 2 (eEF2) en una vía dependiente de 

Ca2+/Cam/ERK1/2/eEF2K (Barrera et al, 2008). Además, el Glu regula la síntesis 

de proteínas en BGC, a través de la activación de p70S6K, en una manera 

dependiente de la vía de señalización Src/PI-3K/PKB/mTOR (González-Mejia et al, 

2006; Zepeda et al, 2009). 

 

El Glu además activa vías de señalización intracelular que inducen la 

expresión de genes tempranos. La inyección intraperitoneal de los agonistas 

NMDA o KA aumenta la expresión del mRNA c-fos y de la proteína c-Fos en 

extractos de cerebro de ratón. Además, el Glu induce la expresión de c-fos, c-jun, 

erg-1, a través de la activación de los receptores NMDA, en células granulares de 
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cerebelo de rata (revisado en Yoneda et al, 2001). Asimismo, en cultivos primarios 

de neuronas de estriado NMDA activa a ERK1/2 que fosforila a CREB, de una 

manera dependiente de Ca2+ extracelular (Mao et al, 2004). El tratamiento de 

cultivos de neuronas de estriado con los agonistas NMDA y DHPG a 

concentraciones submáximas, incrementan la fosforilación de ERK1/2 y de su 

sustrato Elk-1, lo que permite la inducción de c-fos (Wang et al, 2004).  

 

El factor nuclear que estimula la síntesis de la cadena ligera (kappa) de las 

inmunoglobulinas de los linfocitos B (NFkB), es un factor de transcripción que tiene 

un papel fundamental en la regulación de la expresión de genes y en los procesos 

de plasticidad sináptica y de formación de memoria a largo plazo. La estimulación 

de los mGluRs del grupo I localizados en el hipocampo, incrementa la capacidad 

de unión con el DNA de varios miembros de esta familia de factores de 

transcripción incluyendo p50, p65/RelA y c-Rel, a través de la activación de la vía 

de p38 MAPK (revisado en Wang et al, 2007). En BGC el NFkB participa en la 

regulación de chkbp (Méndez et al, 2005). 

 

Las vías de señalización activadas por Glu en BGC participan en la 

regulación de genes específicos de la glía, como: el transportador de glutamato-

aspartato GLAST (López-Bayghen y Ortega, 2004; Ramírez-Sotelo et al, 2007; 

Rosas et al, 2007) y la proteína KBP (Aguirre et al, 2000; 2002, López-Bayghen et 

al, 2003) (Ver figura 7). 
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1.5 Proteína de unión a kainato 

 

La familia de las proteínas de unión a kainato (KBP) comprende un número 

de polipéptidos relacionados, con pesos moleculares que van de 40 a 50 kDa. El 

perfil hidrofóbico de las secuencias de las KBPs predice un patrón similar a los 

iGluRs y otros canales abiertos por ligando, ya que poseen un dominio amino 

terminal con 1 y 2 sitios consenso de N-glicosilación en las KBPs de pollo y rana 

respectivamente, mientras que en pez dorado se han encontrado  1 y 4 sitios de 

este tipo, localizados entre los segmentos TM3 y TM4 (Wo y Oswald, 1994). Se ha 

demostrado que las KBPs muestran homología significativa con los iGluRs, por lo 

que se clasifican dentro de esta familia de receptores (Hollmann y Heinemann, 

1994). En promedio la homología de aminoácidos entre las subunidades que 

comprenden los iGluRs es de alrededor de 20-30%, compartiendo también 

características estructurales importantes (Tabla 1), la principal diferencia se 

encuentra en el extremo amino terminal, que representa en KBP, la mitad del 

tamaño que para los iGluRs (Gregor et al, 1989). 

 

 GluR1- GluR4 GluR5-GluR7 KA-1/KA-2 NMDAR1-2 

GluR1- GluR4 67.7-72.8 38.6-41.4 36.2-37.3 35.1-37.8 

GluR5-GluR7  74.4-80.9 42.5-44.7 37.7-40.8 

KA-1/KA-2   70.3 35.8-36.8 

NMDAR1-2    22.2-28.5 

Tabla 1. Porcentaje de identidad de aminoácidos de las distintas familias de GluRs ionotrópicos 
(Modificado de Arias, 1995). 
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A pesar de tener una homología significativa con los iGluRs, las KBP no 

forman canales iónicos por sí solas, ni aún cuando se co-expresan con otras 

subunidades de los iGluRs (Strutz et al, 2002; Schmidt et al, 2005). La única 

evidencia de que estas proteínas pueden dar lugar a canales iónicos ha sido con 

la construcción de quimeras realizadas a partir de los dominios de unión de las 

KBPs y las subunidades GluR1 y GluR6, obteniéndose canales quiméricos 

funcionales. En este mismo trabajo se realizó una construcción en donde se 

transplantó el extremo amino terminal de GluR6 a la secuencia de KBP, con la 

intención de probar si esta diferencia estructural influye en las características 

funcionales de las proteínas, determinándose que la falta de aproximadamente 

400 aa, no es la causa de la ausencia de la propiedades iónicas de las KBPs 

(Villmann et al, 1997). 

 

Las KBPs son expresadas de manera abundante en vertebrados no 

mamíferos, entre los que podemos destacar pollo, rana y pez dorado (Gregor et al, 

1988; Hampson y Wenthold, 1988). La KBP de pollo (chKBP) representa un sitio 

importante de unión a Glu y sus agonistas en el cerebelo, específicamente en la 

glía de Bergmann, en donde se expresa una forma glicosilada de 49 kDa. La 

caracterización del gen chkbp demuestra que está constituido por 10 intrones y 11 

exones confiriéndole un tamaño de 11.2 kb, de los que 7.9 kb corresponden a 

regiones intrónicas, mientras que 3.3 kb son exones. El análisis del cDNA de estos 

últimos propone que el primer exón contiene la región 5’ no traducida (5’ UTR), 

mostrando un alto contenido de GC, secuencias consenso para la proteína de 

unión a TATA (TBP), así como secuencias consenso AP-1. El codón II contiene la 
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secuencia consenso de inicio de la traducción, el péptido señal y el codón de inicio 

de traducción. Los exones III al V codifican para el extremo amino terminal 

extracelular,  mientras que  los exones VI al VIII, contienen secuencias que son 

codificantes para los dominios transmembranales, los cuales además se 

encuentran codificados en exones diferentes (Gregor et al, 1992). 

 

Utilizando hibridación in situ y de RNA, se determinaron los transcritos del 

chkbp (Gregor et al, 1992; Eshhar et al, 1992) encontrándose que los mRNA están 

localizados específicamente en las BGC. Se identificaron tres transcritos de 2.1, 

5.2 y 3.5 kb, siendo este último el de mayor abundancia en estas células (Gregor 

et al, 1992).  

 

Hasta el momento no se conoce la función de estas proteínas, sin embargo 

se tiene conocimiento de procesos en los cuales podría estar participando. En 

embriones de pollo la aparición del transcrito de KBP coincide con la migración de 

las células granulares, lo cual podría indicar que KBP participa en la coordinación 

o regulación de la migración de estas células (Ortega et al, 1991). Aunado a lo 

anterior, se ha reportado el aumento del mRNA de KBP en el fenómeno de 

impronta en patos (Kimura et al, 1992), así como un aumento en ensayos de unión 

y de expresión de KBP en modelos de aprendizaje asociativo en pichones (Figura 

8) (Arias, 1995). 
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Figura 8. Aumento de la expresión de KBP (panel superior) y de la unión de KBP en un modelo de 
aprendizaje asociativo en pichones (panel inferior) (Arias, 1995). 
 

El estudio de la estructura de chKBP muestra que contiene además de los 

sitios de N-glucosilación antes mencionados, sitios consenso para fosforilación, 

así como posibles dominios de interacción con nucleótidos de guanina (Gregor et 

al, 1989). Lo anterior llevó al estudio de la fosforilación de la chKBP, observándose 

que es fosforilada in vitro en presencia de la subunidad catalítica de PKA, reacción 

que es dependiente del tiempo y es además inhibida por KA (Ortega y Teichberg, 

1990). Así mismo, Ibarra y Ortega (1995), mostraron que chKBP interacciona con 

GTP y al igual que lo observado para KA, esta interacción inhibe la fosforilación de 

KBP por PKA. 

 

La abundancia y expresión selectiva de KBP en las células de Bergmann, 

ha generado interés en establecer su función.  De manera más que interesante, se 

ha observado que  Glu es capaz de regular los niveles celulares de KBP y de su 

mRNA. El tratamiento de BGC con Glu 1 mM aumentó los niveles de mRNA y la 

cantidad de la proteína KBP. Lo anterior es mediado por receptores 
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glutamatérgicos de tipo ionotrópico y metabotrópico. Dicha expresión se puede 

observar a partir de las 2h de tratamiento con Glu y continúa aumentando hasta 

las 12 h de estimulación (Figura 9) (Aguirre et al, 2000). 

 

       A)                                                                B)  

   

Figura 9. Regulación de los niveles de KBP por Glu. A) Niveles de mRNA de chKBP después del 
tratamiento de BGC con Glu 1 mM por los tiempos indicados. B) BGC fueron tratadas con Glu 1 
mM, los niveles de expresión de KBP (Tomado de Aguirre et al., 2000). 
 

 

El análisis de la región 5’ UTR del chkbp, permitió determinar la región 

promotora del gen, misma que fue clonada en el vector pCAT-BASIC, 

obteniéndose la construcción p435kbpCAT. Utilizando ensayos funcionales de 

transfección transitoria en BGC, se establecieron tres elementos principales dentro 

del promotor: un elemento de respuesta a Glu (GluRE) entre los nucleótidos (nts) -

450 a -250, un silenciador (nts -250 a -170) y el promotor mínimo (nts -170 a +88) 

(Figura 10) (Aguirre et al, 2000, Méndez et al, 2005).  
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Figura 10. Representación esquemática de la región 5´ no codificante del promotor de chKBP 
clonado en el gen reportero CAT, donde se muestran los sitios para la unión de los factores de 
transcripción AP-1 y Oct-2 (Méndez et al, 2005). 
 
 

Aunado a esto, utilizando la construcción p435kbpCAT, se caracterizó la 

regulación transcripcional de chkbp mediada por Glu. Se identificó al sitio AP-1, 

localizado entre los nts -337 a -329 del promotor de chkbp, como el responsable 

de la respuesta a Glu (Aguirre et al, 2000). Además se determinó la vía de 

señalización que conlleva a la regulación transcripcional de chkbp. La activación 

de los receptores AMPA promueven la entrada de un influjo de iones Ca2+ a la 

célula, que activa a CamKII y a Src. La cinasa Src transactiva al receptor del factor 

de crecimiento parecido a insulina tipo 1 (IGF-1R). Una vez activado, IGF-1R inicia 

la vía de las MAPK. La cinasa ERK1/2 fosforila a la proteína p90RSK, la cual una 

vez en el núcleo de la célula, fosforila a la proteína de unión al elemento de 

respuesta a AMP cíclico (CREB). Este factor de transcripción se une al promotor 

de c-fos y promueve su transcripción. La formación del dímero AP-1 y su posterior 

unión a su secuencia consenso en la región promotora de chkbp, finalmente 

producen el aumento en la transcripción del gen chkbp (Figura 11) (López-

Bayghen et al, 2003).  
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Figura 11. Modelo de las vías de señalización que participan en la regulación transcripcional de 
chkbp dependiente de glutamato (López-Bayghen et al, 2003). 
 

La regulación negativa de chkbp por Glu parece estar mediada por al 

menos dos secuencias presentes en el promotor. La primera es una secuencia 

octamérica presente en la región nts -250 a -170 de chkbp, la cual es regulada por 

el factor Oct-2, en una vía de señalización dependiente de PI3K/PKC/NFkB 

(Méndez et al, 2005). La segunda es una secuencia consenso de unión para el 

factor de transcripción Sox10, localizada en la región nts -435 a -250 de chkbp 

(Cruz-Solís et al, 2009). 
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Si bien la caracterización de la vía de señalización que media la activación 

transcripcional dependiente de Glu de chkbp, reveló la participación de la cinasa 

ERK1/2 en este proceso, el uso del inhibidor específico de esta vía PD98052 (PD), 

y la co-transfección de la mutante negativa de RSK (p112), reducen la actividad 

transcripcional de gen reportero, sin embargo ninguna de estas estrategias 

permite abatir por completo la actividad transcripcional, lo cual sugiere que otra vía 

de señalización  participa en la activación transcripcional de chkbp (Figura 12) 

(Aguirre et al, 2002).  

 

 

Figura 12. ERK1/2 participa en la activación de chkbp. BGC fueron transfectadas con la 
construcción que contiene el sitio chAP-1 del promotor de chkbp (chAP-1/250kbpCAT) o co-
transfectadas con chAP-1/250kbpCAT y el plásmido que expresa la mutante negativa de la enzima 
RSK (p112), y tratadas con Glu 1 mM en medio libre de Ca2+ (EGTA 1 mM) o en presencia de 
PD98059 (10 uM, 30 min antes de Glu). Las actividades relativas están expresadas como en 
relación a la actividad de la construcción 250kbpCAT en células no estimuladas. (Aguirre et al, 
2002). 
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1.6 p38 MAPK 

 

Las proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPK), comprenden una 

familia de cinasas que tienen el papel fundamental de transducir señales 

extracelulares en respuestas celulares. Hasta el momento se han caracterizado 

cuatro subfamilias de MAPKs: ERK1/2, ERK5, JNK y p38. Las MAPKs son 

proteínas cinasas que fosforilan en residuos de serina y treonina seguidos de 

residuos ricos en prolina. Las MAPKs pueden ser activadas por una gran variedad 

de estímulos extracelulares, pero en general, ERK1/2 y ERK 5 son activadas 

preferencialmente en respuesta a factores de crecimiento y ésteres de forbol, 

mientras que las cinasas JNK y p38 responden fácilmente a estímulos de estrés 

celular, como choque osmótico o radiación ionizante. Las cuatro subfamilias de 

MAPK poseen características que las identifican unas de otras, sin embargo 

comparten algunas otras como la forma de activación (Roux y Blenis, 2004). 

 

La proteína p38 MAPK fue inicialmente descubierta en Saccharomyces 

cerevisiae como una proteína cinasa activada por hiperosmolaridad y fue llamada 

Hog1 (Han et al, 1994). Posteriormente, su ortólogo, fue identificado como una 

proteína de 38 kDa que se fosforila en respuesta a la estimulación con 

lipopolisacárido (LPS). De manera simultánea el homólogo de p38 MAPK en 

humanos fue clonado como una molécula que une compuestos derivados de 

pirimidil imidazol (Han et al, 1995), los cuales inhiben la producción de 

interleucina-1 (IL-1) y el factor de necrosis tumoral (TNF) en monocitos (Raman et 
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al, 2007). A la fecha se han identificado cuatro isoformas, codificadas en diferentes 

genes, denominadas α, β, γ y δ. Las cinasas p38 α y β, son expresadas de 

manera ubicua, mientras que las isoformas γ y δ se expresan diferencialmente 

dependiendo del tejido: p38 γ se expresa principalmente en músculo esquelético y 

se regula positivamente durante la diferenciación muscular, mientras que p38 δ es 

regulada durante el desarrollo en pulmón, riñón, órganos endócrinos e intestino 

delgado (Ono y Han, 2000). La isoforma α de p38 es la mejor caracterizada y 

aparentemente  la isoforma de mayor relevancia fisiológica, debido a su expresión 

ubicua y a la diversidad de funciones en las que participa (Nebreda y Porras, 

2000). 

 

La homología de secuencia entre estas cinasas es de aproximadamente 

60%, mientras que comparten entre el 40-45% con miembros de las otras 

subfamilias de MAPKs. Sin embargo podemos mencionar que las isoformas α y β 

son más parecidas, debido a que comparten el 75% de identidad de secuencia de 

aminoácidos, y a que ambas isoformas son inhibidas por compuestos derivados 

de pirimidil imidazol como SB203580 y SB202190,  mientras que las isoformas γ y 

δ comparten el 70% de identidad de secuencia de aa y no son susceptibles a este 

tipo de inhibición (Tabla 3) (Cuenda y Rousseau, 2007). 
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Isoforma Otros nombres No.  
de aa 

Tamaño del 
mRNA (kb) 

Peso 
molecular 

(kDa) 

Sensibilidad a 
pirimidil 

imidazoles 
p38 α p38, CSBP, MPK2, RK, 

Mxi2 
360 3.5 38 + 

p38 β p38-2, p38β2 364 2.5 39 + 
p38 γ ERK6, SAPK3 367 2.0 43 - 
p38 δ SAPK4 266 1.8 40 - 

Tabla 3.  Propiedades de las isoformas de la proteína p38 MAPK (Tomado de Cuenda y 
Rousseau, 2007). 
 

La enzima p38 MAPK comparte características estructurales con los otros 

miembros de esta familia. Su estructura tridimensional revela que consta de dos 

dominios separados por un segmento flexible que permite el cambio en la 

conformación de la molécula, de tal manera que los dominios pueden rotar 

liberando a sus sustratos o juntarse para acercar el sitio activo. El dominio amino 

terminal está compuesto por 135 aa, y contiene el sitio de unión para ATP y el 

dominio para interacción con proteínas de andamiaje, proteínas activadoras, 

fosfatasas o blancos de p38 MAPK. Mientras que el extremo carboxilo terminal de 

225 residuos, contiene el asa de activación con el tripéptido Thr-Gly-Tyr y el sitio 

de unión para Mg2+. El dominio catalítico se encuentra entre los dos dominios. 

Todos los subtipos de p38 MAPKs son activados por la fosforilación del tripéptido 

de activación (Wilson et al, 1996). 

 

En mamíferos, las isoformas de p38 MAPK son activadas por estrés celular 

(como radiación UV, choque osmótico, hipoxia, entre otros), citocinas 

proinflamatorias y en menor medida por estímulos mitogénicos. En respuesta a 
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estos estímulos se inicia la cascada de activación de p38 MAPK: 

MAPKKK/MAPKK/MAPK. Las MAPKKKs que participan en la activación de p38 

MAPK incluyen la cinasa que activa al factor de crecimiento transformante β- 1 

(TAK1), la cinasa de linaje mezclado (MLK), cinasa reguladora de la señal de 

apoptosis (ASK1/MAPKKK5), cinasas de doble cremallera de leucina (DLK), 

MEKKK4 (revisado en Gallo y Johnson, 2002). También contribuyen a la 

activación cascada arriba de p38 MAPK algunas proteínas de la familia de Rho 

como Rac1 y Cdc42. Las MAPKKs específicas que se encargan de fosforilar a p38 

MAPK en los residuos Thr180 y Tyr182 son MEK3 y MEK6. En ausencia de estas 

cinasas p38δ puede ser fosforilada por MEK4 y MEK7, cinasas que fosforila a 

JNK. Mientras que MEK6 activa todas las isoformas de p38, MEK3 fosforila 

preferencialmente a las isoformas α y β (Roux y Blenis, 2004). 

 

La actividad de p38 MAPK está regulada por sus interacciones proteicas. 

Las proteínas de andamiaje cumplen la función de integrar estos grupos de 

proteínas de señalización. A diferencia de los otros miembros de la familia de 

MAPKs, se han identificado pocas proteínas de andamiaje específicas para p38 

MAPK. Una de estas es la proteína de andamiaje sensible a osmolaridad (OSM), 

que forma un complejo proteico con las proteínas MEKK3, MEK3 y p38 MAPK. En 

que en respuesta a estrés osmótico, OSM se une a Rac en la membrana 

plasmática y recluta al complejo de p38 MAPK, lo cual permite tener a p38 MAPK 

y otras cinasas asociadas en proximidad con el citoesqueleto de actina, el cual 

debe ser reorganizado para permitir la adaptación de la célula ante el estrés 

osmótico. Algunas otras proteínas de andamiaje como proteína que interactúa con 
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JNK 2 (JIP2), JIP4 y JSAP, inicialmente descritas como proteínas de andamiaje 

para JNK, también participan en la formación de complejos de señalización de las 

isoformas de p38 MAPK (revisado en Cuenda y Rousseau, 2007; Raman et al, 

2007). 

 

La localización de p38 MAPK y su re-localización después de su activación 

no es del todo clara. Estudios de inmunofluorescencia han demostrado la 

presencia de p38 MAPK tanto en el citoplasma como en el núcleo de células 

activadas. No obstante también se ha reportado que p38 MAPK se transloca al 

núcleo en respuesta a ciertos estímulos de estrés celular, como el estrés 

isquémico en el miocardio (revisado en Raman et al, 2007). En contraste, p38 

MAPK se encuentra en el núcleo de células 293T en reposo y es exportada al 

citoplasma después de la estimulación con una gran variedad de agentes. Aún 

cuando el mecanismo de regulación de la localización subcelular de p38 MAPK no 

se ha establecido, al parecer las interacciones proteicas son importantes. Ejemplo 

de ello es que el sitio de unión para MK3 en p38 MAPK, se sobrelapa con la señal 

de localización nuclear (NLS). Debido a esto, la unión de p38 MAPK y MK3 inhibe 

su importe nuclear, regulando la localización subcelular de estas enzimas y por lo 

tanto impidiendo la accesibilidad a blancos nucleares (Tanoue et al, 2001). 

 

Aunado a la localización subcelular, las isoformas α y β de p38 MAPK se 

regulan de manera diferencial en el cerebro adulto de rata, lo cual sugiere que las 

isoformas de p38 MAPK podrían tener funciones fisiológicas específicas dentro de 

un mismo tipo celular, aumentando la complejidad de la regulación de p38 MAPK 
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(Zarubin y Han, 2005). Además, se ha demostrado que la pérdida de las isoformas 

β, γ o δ no altera el desarrollo normal de los organismos, lo cual indica que existe 

redundancia en la función de estas cinasas. Por el contrario, la eliminación de p38 

α es letal para el embrión, demostrando que algunas funciones no pueden ser 

compensadas por los otros miembros de esta familia (revisado en Thornton y 

Rincón, 2009). 

 

 La activación de p38 MAPK ha sido asociada tradicionalmente a la 

respuesta a estrés celular y a procesos apoptóticos (Zarubin y Han, 2005). Sin 

embargo la función de p38 MAPK se extiende a su participación en la regulación 

de procesos como proliferación, diferenciación y supervivencia celular (Thornton y 

Rincón, 2009). La expresión diferencial de las isoformas de p38 MAPK, así como 

la activación y especificidad por sus sustratos tiene como resultado la diversidad 

de sus funciones biológicas (Ono y Han, 2000). Por ejemplo, los factores de 

transcripción MEF2A y MEF2C son preferencialmente fosforilados y activados por 

p38 α y β, pero no por p38 γ o δ. En neutrófilos humanos, han sido detectados 

solamente p38 α y δ, sin embargo p38α es la cinasa involucrada en la adhesión 

celular, activación de NFkB y síntesis de TNFα, en respuesta a LPS (Nebreda y 

Porras, 2000). 

 

El primer sustrato descrito para p38 MAPK fue la proteína cinasa activada 

por MAPK 2 (MK2). La cinasa MK2 activa a la proteína de choque térmico 27 

(HSP27) y la proteína específica de linfocitos 1 (LSP1), a los factores de 

transcripción: CREB, factor activador de la transcripción 1 (ATF1), el factor de 
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respuesta a suero (SRF) y a la enzima tirosina hidroxilasa. Además p38 MAPK, a 

través de la fosforilación de MK2, participa en la estabilización de mRNA. Otro 

sustrato de p38 MAPK es la proteína MNK1, cuya activación está estrechamente 

relacionada con la regulación del inicio de la traducción, ya que fosforila al factor 

de inicio de la traducción eucariótico 4E (eIF-4E) (Zarubin y Han, 2005). Otro 

ejemplo de la participación de p38 MAPK en la regulación de la traducción, es el 

hecho de que fosforila a la cinasa del factor de elongación eucariótico 2 (eEF2K) 

(Knebel et al, 2001). Otros blancos de p38 MAPK son los factores de transcripción: 

ATF-2, ATF-1, SRF, CHOP, C/EBPβ, MEF2C y MEF2A (Ono y Han 2000). El 

factor de transcripción AP-1, es un elemento trans muy importante en la regulación 

de una gran variedad de genes. La cinasa p38 MAPK media la activación de AP-1 

a través de la fosforilación de varias de las proteínas que forman al dímero AP-1, 

por ejemplo ATF-2, FOS y JUN (Zarubin y Han, 2005; Tanos et al, 2005; Pramanik 

et al, 2003). 

 

 Un factor importante en la regulación de genes es la remodelación de la 

cromatina, que permite el acceso de los factores de transcripción al DNA. La 

proteína p38 MAPK puede promover la fosforilación de las histonas por medio de 

la activación de las cinasas MSK-1 y RSK2 (Turjanski et al, 2007; Brami-Cherrier 

et al, 2007).  

 

 Al igual que las otras MAPKs, p38 MAPK se expresa ampliamente en SNC, 

tanto en neuronas como en células gliales. La mayor parte de la información 

acerca de la función de p38 MAPK en el SNC de vertebrados, proviene del estudio 
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de numerosos modelos de muerte neuronal, en los cuales p38 MAPK participa 

activando caspasas y factores de transcripción (Mukherjee et al, 1999, Chen et al., 

2003; Ferrer et al, 2001; Cao et al, 2004). La activación de p38 MAPK en células 

gliales se presenta principalmente en microglía. En este tipo celular p38 MAPK 

regula la liberación de moléculas pro-inflamatorias citotóxicas contribuyendo de 

esta manera a la muerte neuronal (revisado en Watkins y Maier, 2003). Además 

podemos mencionar la participación de p38 MAPK en el mecanismo de LTD en 

hipocampo (Bolshakov et al, 2000) y en el aprendizaje asociativo en conejo (Zhen 

et al, 2001). 
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2. JUSTIFICACIÓN 

 

El Glu está implicado en una gran variedad de eventos en el SNC, los cuales 

incluyen plasticidad sináptica, aprendizaje y memoria, desórdenes 

neurodegeranerativos y neurotoxicidad. El Glu activa vías de señalización por la 

unión a los diferentes tipos de GluRs expresados en neuronas y células gliales. 

Mientras que la señalización glutamatérgica en neuronas ha sido extensamente 

estudiada, aquella que se establece en células gliales ha sido poco explorada. La 

activación de p38 MAPKs en células gliales ha sido principalmente caracterizada 

en procesos de muerte celular, sin embargo su participación en la señalización por 

Glu, que conlleva a la expresión génica en BGC aún se desconoce. Debido a lo 

anterior, en este trabajo de investigación se evaluó la activación de p38 MAPK por 

Glu en BGC y su participación en la regulación de la transcripción de chkbp.  
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3. HIPÓTESIS 

 La proteína p38 MAPK activada por la estimulación de receptores 

glutamatérgicos en células gliales de Bergmann, participa en la regulación 

transcripcional de chkbp. 

 

4. OBJETIVOS 

4.1 Objetivo General 

Estudiar la participación de p38 MAPK en la regulación de la transcripción de 

chkbp dependiente de glutamato en células gliales de Bergmann 

4.2   Objetivos particulares 

4.2.1  Determinar la activación de p38 MAPK en respuesta a glutamato 

4.2.2. Establecer la cinética de activación de p38 MAPK por glutamato 

4.2.3 Caracterizar el(los) subtipo(s) de receptor(es) a glutamato involucrados     

en la activación de p38 MAPK 

4.2.4 Investigar la participación de Ca2+ en la activación de p38 MAPK 

dependiente de Glu 

4.2.5 Evaluar la participación de p38 MAPK en la unión de AP-1 al DNA 

dependiente de glutamato 

4.2.6 Analizar la participación de p38 MAPK en la regulación transcripcional de 

chkbp por glutamato 
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Diagrama correspondiente a la estrategia experimental desarrollada durante el presente 
trabajo  

WB 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.1 Animales 

 

Se utilizaron embriones de pollo, los cuales fueron donados por la empresa 

Avimex, S. A. de C.V. Los embriones se mantuvieron a 37 °C hasta el momento de 

ser sacrificados. 

 

6.2 Materiales 

 

Los reactivos para el cultivo primario de BGC se obtuvieron de Invitrogen 

(Gaithersburg, MD, USA). Los reactivos para la determinación de proteínas, geles 

de poliacrilamida e inmunoprecipitación en fase sólida fueron obtenidos de Bio-

Rad (Hercules, CA, USA). Los anticuerpos anti-fosfo-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) 

monoclonal (No. Cat. 9215) y anti-p38 MAPK policlonal (No. Cat. 9212) fueron 

obtenidos en Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA), los anticuerpos anti-

conejo policlonal acoplado a peroxidasa y anti-conejo policlonal acoplado a 

fluoresceína (FITC) fueron obtenidos en Laboratorios Zymed (San Francisco, CA, 

USA). El equipo de reactivos de quimioluminiscencia ECL fue obtenido de GE 

Healthcare (Chalfont St. Giles UK). Los bloqueadores PD98059 (2-(2-Amino-3-

metoxifenil)-4H-1-benzopiran-4-ona), SB202190 (4-[4-(4-Fluorofenil)-5-(4-piridinil)-

1H-imidazol-2-il] fenol) fueron obtenidos de Tocris Cookson Ltd (Bristol, UK). Los 

demás reactivos utilizados fueron obtenidos de Sigma (St. Louis, MO, USA). 
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6.3 Cultivo primario de células gliales de Bergmann 

 

Los cultivos celulares representan una herramienta invaluable en el estudio 

de un gran número de procesos fisiológicos. Los cultivos celulares facilitan el 

análisis de propiedades y procesos biológicos que no son accesibles para su 

estudio a nivel del organismo completo. Además, los cultivos celulares facilitan la 

obtención de una gran cantidad de células un solo tipo celular o cultivos mixtos de 

células, según se requiera. El crecimiento de células en cultivo se logra añadiendo 

líquidos obtenidos de sistemas vivientes, como linfa, suero sanguíneo, etc., 

además de una gran variedad de nutrientes como hormonas y factores de 

crecimiento. Además las células requieren de una superficie apropiada cobre la 

cual crecer. Existen diferentes tipos de cultivos celulares: cultivos primarios, 

cultivos secundarios y cultivos de células inmortalizadas. Los cultivos primarios se 

obtienen a partir de células de propio organismo, en su mayoría de embriones 

(Helgason y Miller, 2005).  

 

El cultivo primario de células gliales de Bergmann fue realizado como 

detallan Ortega y colaboradores (1991). Cerebelos de embriones de pollo de 14 

días fueron disecados y homogenizados mecánicamente con agujas en medio 

mínimo Eagle modificado por Dulbecco (DMEM). El homogenado se dejó 

sedimentar durante 10 min para eliminar residuos de tejidos y agregados 

celulares. Posteriormente, se aspiró el sobrenadante y el sedimento se centrifugó 

5 min a 3000 g, para colectar las células, las cuales se resuspendieron en DMEM. 

El número de células viables se determinó por exclusión con azul de tripano. Las 
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células fueron sembradas a una densidad de 8 x 105/ml en medio DMEM 

suplementado con 10% de suero fetal bovino y 1% de antibióticos (50 µg/ml de 

gentamicina, 10,000 U de penicilina sódica), incubadas a 37°C en 5% de CO2 y 

utilizadas después de 5-6 días de cultivo. Se realizaron determinaciones 

inmunocitoquímicas y de los flujos iónicos inducidos por kainato, que demostraron 

que la mayoría de las células corresponden a células gliales de Bergmann (Ortega 

et al, 1991).  Las monocapas confluentes de células gliales de Bergmann fueron 

preincubadas con albúmina sérica bovina al 0.5% en DMEM, durante dos horas y 

tratadas como se indica.   

 

6.4 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) e 

inmunodetección en fase sólida 

 

La electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) permite la 

separación de proteínas mediante el movimiento de las proteínas en una  matriz 

porosa por la aplicación de una corriente eléctrica. El doudecil sulfato de sodio 

(SDS) es un detergente aniónico que se une fuertemente a las proteínas formando 

complejos SDS-proteína, los cuales tienen aproximadamente la misma carga 

negativa por aa, así como la misma conformación. De esta manera una mezcla de 

proteínas puede ser separada en geles de poliacrilamida, los cuales consisten de 

polímeros de acrilamida y bis-acrilamida. Estos geles forman una matriz en la cual 

el tamaño de los poros es inversamente proporcional a la concentración de 

acrilamida. Las proteínas son separadas por el patrón de migración de acuerdo al 

peso molecular: las proteínas de menor peso molecular migran más rápidamente 
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que aquellas de mayor peso molecular. Una vez separadas, las proteínas pueden 

ser electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa o polivinilidenofluoruro 

(PVDF) e incubadas con anticuerpos específicos para las proteínas que se desea 

estudiar, detectándose la inmunoreactividad de la proteína contra el anticuerpo 

utilizado por la incubación con un segundo anticuerpo que reconoce al anticuerpo 

primario y que está conjugado con un sistema de detección (Davis, 1994).  

 

Cantidades iguales de proteína (aproximadamente 50 μg) fueron analizados 

en geles de poliacrilamida-doudecil sulfato de sodio (SDS) al 12% y transferidas a 

membranas de nitrocelulosa. Las membranas fueron teñidas con Ponceau S para 

comprobar que la cantidad de proteínas en las muestras era igual. Las 

membranas fueron desteñidas con solución amortiguadora salina de fosfatos 

(PBS). Las membranas fueron incubadas con leche semidescremada al 10% en 

TBS y 0.1% de Tween 20, para bloquear el exceso de sitios de unión 

inespecíficos. Las membranas fueron incubadas durante toda la noche a 4°C con 

los anticuerpos específicos anti-fosfo-p38 MAPK o anti-p38 MAPK, seguido de los 

anticuerpos secundarios. Los péptidos inmunoreactivos fueron detectados 

utilizando el equipo de quimioluminiscencia (ECL) (GE Healthcare, Chalfont St. 

Giles UK) y placas autoradiográficas Kodak X-OMAT. Las densidades ópticas de 

fosfo-p38 MAPK fueron normalizadas con las densidades obtenidas de p38 MAPK. 
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6.5 Inmunocitoquímica 

 

 Este método permite detectar la presencia así como la localización 

subcelular de una molécula de interés, en células en suspensión o cultivos 

celulares mediante el uso de anticuerpos específicos que reconocen a la proteína. 

Los anticuerpos son detectados utilizando diversos métodos como marcadores 

fluorescentes, enzimas, isótopos radioactivos y oro coloidal (Javois, 1999). 

 

Las células fueron cultivadas en portaobjetos tratados con poli-L-lisina (0.01 

mg/mL). Las células control (NE) o tratadas con Glu 1 mM 30 min,  fueron fijadas 

con metanol a -20 °C durante 10 min. Las células fueron permeabilizadas con 

Tritón X-100 0.5% en PBS y bloqueadas con BSA 0.5% por 60 min. Las células 

fueron incubadas con anti-fosfo-p38 MAPK (Thr180/Tyr182), en una dilución 1:20 

durante 60 min, a temperatura ambiente. Las células fueron lavadas tres veces 

con BSA/PBS e incubadas con anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a 

fluoresceína (FITC) 1:100 durante 60 min a temperatura ambiente. Los núcleos 

fueron teñidos con 4',6-diamidino-2-fenilindol diclorhidrato (DAPI). Los portaobjetos 

fueron montados con Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). 

Las preparaciones celulares fueron analizadas con un microscopio de 

fluorescencia Zeiss Axioscope 40 y el programa Axiovision (Carl Zeiss, Inc., 

Thornwood, NY, USA).  
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6.6 Ensayos de retardamiento de entrada al gel 

  

 Diversos mecanismos nucleares involucran las interacciones DNA-proteína, 

las cuales pueden ser medidas utilizando ensayos de movilidad electroforética 

también llamados de retardamiento de entrada al gel (EMSA). Este método se 

basa en que las proteínas de diferentes tamaños, pesos moleculares y carga 

isoeléctrica tienen migran de manera diferente en matrices de geles no 

desnaturalizantes. En el caso de los complejos DNA-proteína, la presencia de una 

proteína unida al DNA causa que este migre más lentamente que el DNA solo. El 

cambio en la movilidad de los complejos DNA-proteína son observables debido a 

que los oligonucleótidos específicos son marcados con un isótopo radioactivo 

(Moss, 2001). 

 

6.6.1 Marcaje de sonda 

 

 Fueron mezcladas cantidades equimolares de la sonda AP-1 SV40: 5’-

CTAGTATAATATGACTAAGCTGTG-3’, en ambos sentidos y fue hibridada 

incubando la mezcla a 90 ºC durante 5 min y bajando la temperatura lentamente 

hasta los 37 ºC. Los extremos de los oligonucleótidos hibridados son rellenados 

con el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I de E. coli. Se marcaron de 100-

150 ng de DNA, el cual se llevó a un volumen final de 10 µl, con una concentración 

final de 10 mM de los nucleótidos dGTP, dTTP, dCTP, 10 µCi de α-[32P] -dATP y 1 

µl de solución de marcaje 10X (50 mM de NaCl pH 7.6). Esta mezcla se incubó 
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con 1U de enzima Klenow por 40 min a temperatura ambiente. Finalmente se 

diluyó la sonda marcada a una concentración final de 2 ng/µl. 

 

6.6.2 Preparación de extractos nucleares 

 

Después del periodo de estimulación, las células fueron cambiadas con 

medio DMEM, y mantenidas en incubadora durante 1 h. Las células fueron 

cosechadas con medio Tris Dulbecco, y homogenizadas en 400 μl de solución 

amortiguadora A (10 mM HEPES pH 7.9, 10 mM KCl,  0.1 mM EDTA, 0.1 mM 

EGTA, 1 mM DTT, 0.1 mM PMSF). Posteriormente se incubaron 15 min a 4 °C y 

se adicionaron 25 μl de Nonidet 40 (NP40) al 10 % y se agitó por 10 seg. El 

homogenizado se centrifugó por 1 min a 10,500 g. Las pastillas obtenidas fueron 

resuspendidas en 50 μl de solución amortiguadora C  (20 mM HEPES, pH 7.9, 

0.42 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF) fría y agitadas 

en un vortex a 4 °C por 30 min. Los homogenados fueron centrifugados por 5 min 

a 8500 g.  Los sobrenadantes (extracto nuclear) fueron separadas en fracciones 

de 10 µl y guardados a –70 °C hasta su uso. La concentración de proteínas 

nucleares se determinó por el método de Bradford (1976). 

 

6.6.3 Interacciones proteína-DNA y electroforesis en geles nativos 

 

Aproximadamente 20 μg de extracto nuclear fueron incubados 20 min en 

hielo con 1 μg de poli[(dI-dC)] como competidor no específico, en un medio con 4 

mM de espermidina, 5 mM de DTT en un volumen final de 25 μl de solución 
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amortiguadora de unión (20 mM tris HCl pH 7.9, 2 mM MgCl2, 50 mM NaCl, 1 mM 

EDTA, 10 % glicerol, 0.1% NP40, 50 μg/mL BSA). Posteriormente se añadió 1 ng 

del oligonucleótido de AP-1 SV40 marcado con [32P]. La mezcla de reacción fue 

incubada durante 30 min en hielo. Los complejos fueron analizados por 

electroforesis en geles de poliacrilamida al 6% de baja fuerza iónica (0.5 X de tris 

de boratos y EDTA, TBE). Los geles fueron secados al vacío y expuestos a placas 

autoradiográficas Kodak X-OMAT toda la noche.  

 

6.6.4 Transfecciones transitorias  

 

 La transfección es el proceso por medio del cual se introduce DNA en el 

interior de células eucariotas por métodos no virales. Este  método típicamente 

involucra la apertura temporal de poros en la membrana celular para permitir la 

entrada del material genético. Este material puede ser plásmidos de DNA o 

construcciones de siRNA, o incluso proteínas como anticuerpos. Existen varios 

métodos de transfección que permiten la apertura de los poros membranales, 

entre ellos podemos mencionar la electroporación, el fosfato de calcio o la mezcla 

de lípidos catiónicos para producir liposomas, los cuales se fusionan con la 

membrana plasmática y depositan el material (Davis et al, 1994).  

 

Para estos ensayos fueron utilizados los plásmidos p435kbpCAT y pTRE-

CAT. Para generar las construcciones de la región reguladora chkbp 5’-3’, se 

clonó la región completa del promotor con los extremos Sphl-Xbal en el vector 

pCAT-BASIC (Promega, Madison, WI, USA), dando origen a la construcción 
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p435kbpCAT (Aguirre y cols., 2002). Mientras que el plásmido pTRE-CAT contiene 

cinco copias del sitio AP-1 clonado frente al promotor de TK y el gen reportero 

CAT (Rutberg et al, 1997). La transfección de BGC se llevó a cabo cuando las 

células alcanzaron el 60% de confluencia. Se utilizaron 6 μg del plásmido 

p435kbpCAT o 1 μg del plásmido pTRE-CAT. El DNA plasmídico se mezcló en 

CaCl2 0.25 M, y se adicionó por goteo a un tubo que contenía un volumen de 

solución He BS 2X (Hepes 0.05 M, NaCl 0.28 M, Na2HPO4 1.5 mM), agitando 

contantemente en un agitador. Esta mezcla se incubó durante 20 min y 

posteriormente los cultivos de BGC fueron expuestos a la mezcla de transfección 

por 5 horas. Bajo esas condiciones la eficacia de transfección es de 

aproximadamente 50%, lo cual fue determinado en cada ensayo utilizando un 

control interno de transfección de β-gal. Los tratamientos con el bloqueador de p38 

MAPK o Glu fueron llevados a cabo 24 horas post-transfección, por los periodos y 

en las concentraciones indicadas.  

 

6.6.5 Ensayo de la actividad cloranfenicol acetil transferasa (CAT) 

 

La enzima CAT cataliza la transferencia del grupo acetil del Acetil CoA al 

cloranfenicol. Puede formar dos tipos de cloranfenicol, en función de la cantidad 

de grupos acetil que tenga. Estos distintos tipos de cloranfenicol se podrán 

distinguir por cromatografía en capa fina, y si se emplea 14C se observa por 

autorradiografía. Cuanto más CAT haya más acetilación del cloranfenicol se 

producirá, de manera que podremos diferenciar los dos tipos de cloranfenicol, ya 

que migrarán de diferente manera. El vector CAT que se emplea contiene la 
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región que se va a estudiar, al lado del gen cat, de manera que se exprese este. Si 

se realiza un análisis por deleciones de la región reguladora, tendremos diferentes 

tipos de vectores CAT (Davis et al, 1994). 

 

Las células fueron cosechadas con solución amortiguadora TEN (40 mM 

Tris–HCl pH 8.0, 1 mM EDTA, 15 mM NaCl), lisadas con tres ciclos de cambios de 

temperatura en 0.25M Tris–HCl pH 8.0 y centrifugados a 12000 g por 3 min. La 

concentración de proteínas fue determinada utilizando el método de Bradford 

(Bradford, 1976). Cantidades iguales de lisados protéicos, aproximadamente 80 

μg, fueron incubados con 0.25 μCi de [14C]-cloranfenicol (50 mCi/mmol) y 0.8 mM 

acetil coenzima A a 37 °C por 16 h. Al término de este tiempo, se adicionaron 500 

µl de acetato de etilo para detener la reacción. La mezcla se centrifugó a 13,000 g 

por 5 min y se recuperó la fase orgánica, en un tubo nuevo. El acetato de etilo se 

evaporó en un concentrador de vacío. Posteriormente la pastilla se resuspendió en 

30 µl de acetato de etilo y cada muestra se aplicó en una placa de sílica gel (fase 

fija) en puntos de 1.5 cm de distancia entre una muestra y la otra. La 

cromatografía se corrió en una mezcla de cloroformo : metanol, en proporción 19:1 

(equilibrada dos horas antes). La placa se secó al aire y se realizó la cuantificación 

de las formas de cloranfenicol-14C acetilado y no acetilado usando un escáner 

óptico. La actividad de CAT fue determinada tomando la fracción acetilada 

corregida con la actividad en el vector pCAT-BASIC y fueron expresadas como la 

actividad relativa de las células control no tratadas. 
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6.7 Análisis estadístico 

 

Los datos fueron expresados como el promedio ± error estándar. Se realizó 

el análisis de varianza no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de la prueba post-

hoc de Dunn’s para determinar las diferencias entre los grupos. El análisis 

estadístico fue llevado a cabo con el programa Prisma 4.0 (GraphPad Software, 

San Diego, CA, USA). 
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7. Resultados 

 

7.1 El Glu induce la fosforilación de p38 MAPK en BGC 

 

La señalización mediada por las MAPKs participa en una variedad de 

funciones celulares, al fosforilar sustratos como cinasas, fosfolipasas, factores de 

transcripción y proteínas de citoesqueleto. En células gliales, la función de p38 

MAPK más allá de su participación en muerte celular, inflamación y dolor, aún no 

se conoce. Debido a lo anterior, decidimos evaluar la activación de p38 MAPK por 

Glu en BGC. La activación de p38 MAPK requiere de la fosforilación en los 

residuos Thr180 y Tyr182, por lo que se evaluó el patrón de fosforilación de p38 

MAPK en respuesta a la activación de receptores de Glu, con un anticuerpo que 

reconoce la forma fosforilada de los residuos Thr180 y Tyr182. Para tal objetivo, 

se utilizaron cultivos primarios de BGC, tratados con vehículo (NE) o Glu 1 mM 

(Glu), durante 30 min. El tratamiento de BGC con Glu aumentó la fosforilación de 

p38 MAPK, tal como era de esperarse. La cantidad p38 MAPK no cambia con el 

tratamiento (Figura 14A). La activación de p38 MAPK fue corroborada utilizando 

inmunocitoquímica. En la Figura 14B se muestran fotomicrografías de cultivos 

primarios de BGC (Contraste de fase) tratadas con vehículo (NE) o Glu 1 mM 

durante 30 min. En las células tratadas con Glu se observa mayor 

inmunorreactividad de p-p38 MAPK, en comparación a los cultivos que no fueron 

estimulados (NE) (Figura 14B). Aunado a lo anterior, se observó un cambio en la 

localización subcelular de p38 MAPK, del citoplasma hacia el núcleo inducido por 

el tratamiento con Glu (Figura 14B).  
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Figura 14. El Glu induce la fosforilación de p38 MAPK en BGC. A) Monocapas de BGC fueron 
tratadas con vehículo (NE) o Glu 1mM por 30 min. Los extractos totales de proteína fueron 
analizados por inmunodetección en fase sólida. Las membranas fueron incubadas con una dilución 
1:500 de un anticuerpo monoclonal anti-fosfo p38 MAPK (Thr180/Tyr182) (izquierda), y anti-p38 
(derecha). Los polipéptidos inmunopositivos fueron visualizados con anticuerpo anti-conejo 
acoplado a peroxidasa utilizando el equipo de reactivos de quimioluminiscencia (ECL) y expuestas 
a placas autorradiográficas. Se muestra un autorradiograma de un experimento típico. B) 
Fotomicrografías de monocapas de BGC (Contraste de fase), tratadas con vehículo (NE) o Glu 1 
mM por 30 min e incubadas con el anticuerpo anti-fosfo-p38 MAPK (Thr180/Tyr182), diluido 1:20. 
Las células inmunorreactivas fueron observadas usando un anticuerpo policlonal anti-conejo 
conjugado con FITC. Los núcleos de BGC fueron teñidos con DAPI (2µg/ml). En el panel final se 
muestran las imágenes de la superposición de p-p38 MAPK/DAPI. La barra corresponde a 50 µM. 
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7.2 La fosforilación de p38 MAPK es dependiente del tiempo y de la dosis de 

Glu  

 

Una vez que se determinó que el Glu induce la fosforilación de p38 MAPK 

en BGC, se decidió establecer la cinética de fosforilación en respuesta a la 

estimulación glutamatérgica. Para tal efecto cultivos primarios de BGC fueron 

tratados con Glu 1 mM durante diferentes periodos de tiempo. El tratamiento con 

Glu aumentó la fosforilación de p38 MAPK, desde los 15 min y que se sostuvo 

durante todo el tiempo de estimulación, observándose un máximo de 300 % a los 

120 min de tratamiento (Figura 15A). Se realizó un ensayo dosis-respuesta para la 

fosforilación de p38 MAPK, utilizando diferentes concentraciones de Glu durante 

30 min. El aumento en la fosforilación de p38 MAPK fue acorde con la 

concentración de Glu aplicada, lo anterior demuestra que es un efecto mediado 

por receptores (Figura 15B). Todos los tratamientos subsecuentes se realizaron 

durante 30 min, con una concentración de 1 mM de Glu.  

A) B) 

Figura 15. La fosforilación de p38 MAPK es dependiente del tiempo y de la dosis de Glu. A) 
Monocapas de BGC fueron tratadas a diferentes periodos de tiempo con vehículo solo (NE) o con 
Glu 1 mM. Se obtuvieron extractos de proteína total y fueron analizados como se describe en la 
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Figura 14. La cantidad de p38 MAPK fosforilada (p-p38 MAPK) se representa como una fracción 
del contenido de p38 MAPK (p38 MAPK) y es expresada en relación al control tratado con vehículo 
(NE, % del control). Los datos fueron expresados como el promedio ±error estándar, del al menos 
tres experimentos independientes. Se realizó un análisis de varianza no paramétrico Kruskal-Wallis 
seguido de una prueba post-hoc de Dunn’s para comparar cada grupo contra el control no 
estimulado (NE) (*, P <0.05; **, P <0.01; ***, P <0.001). B) Monocapas de BGC fueron tratadas con 
concentraciones crecientes de Glu. Los niveles de fosforilación de p38 MAPK fueron detectados 
como en (A). Se muestran autorradiogramas típicos para p-p38 MAPK y p38-MAPK (panel 
superior). Los resultados fueron expresados y analizados como en (A) (*, P < 0.05; ***, P < 0.001). 
 

7.3 Los receptores glutamatérgicos de tipo ionotrópico y metabotrópico están 

involucrados en la  fosforilación de p38 MAPK 

 

Con la intención de profundizar en el tipo de receptor involucrado en la 

fosforilación de p38 MAPK, se estableció el perfil farmacológico utilizando 

agonistas glutamatérgicos. Se utilizaron los agonistas: AMPA (500 µM), 

NMDA+Gly (500 µM, 10µM) y DHPG (50 µM).  Los resultados sugieren que la 

fosforilación de p38 MAPK por Glu es mediada por receptores de tipo 

metabotrópico y ionotrópico de tipo AMPA (Figura 16A).   

 

Debido a que el resultado anterior reveló que al menos dos tipos de 

receptores glutamatérgicos están involucrados en la activación de p38 MAPK, se 

decidió evaluar la activación de p38 MAPK por agonistas, ionotrópicos y 

metabotrópicos de manera conjunta. Para tal efecto se trataron monocapas de 

BGC con vehículo (Ns), Glu 1 mM, AMPA (500 µM), DHPG (25 µM) y AMPA más 

DHPG (AMPA+DHPG). El efecto del tratamiento conjunto de agonistas de los 

receptores ionotrópicos y metabotrópicos de Glu sobre la fosforilación de p38 

MAPK en los residuos Thr180/Tyr182 no es sumatorio (Figura 16B). 
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Figura 16. Los receptores glutamatérgicos del tipo ionotrópico y metabotrópico están 
involucrados en la fosforilación de p38 MAPK. A) Monocapas de BGC fueron tratadas por 30 
min con vehículo (NE), Glu (1 mM) o sus agonistas AMPA (500 µM), NMDA+Gly (500 µM, 10 µM) y 
DHPG (25 µM). Los niveles de fosforilación de p38 MAPK fueron detectados como se indica en la 
Figura 14 (**, P <0.01; ***, P <0.001). B) Monocapas de BGC fueron co-tratadas (AMPA+DHPG) 
con agonistas de los receptores glutamatérgicos de tipo ionotrópico (AMPA) y metabotrópico 
(DHPG) por 30 min. Los resultados fueron expresados y analizados como en la Figura 15 (**, P 
<0.01 vs NE). No se encontró diferencia significativa entre los grupos AMPA+DHPG y AMPA o 
DHPG (#). 
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7.4 El Ca2+ extracelular participa en la fosforilación de p38 MAPK mediada por 

Glu 

 

El Ca2+ es un mensajero intracelular que participa en un gran número de 

funciones celulares. La señalización glutamatérgica en BGC incluye el flujo de de 

Ca2+ a través de iGluRs de tipo AMPA y la movilización de Ca2+ intracelular por la 

activación de los mGluRs. Para tratar de establecer el papel del Ca2+ en la 

fosforilación de p38 MAPK se trataron cultivos primarios de BGC con vehículo 

(NE), Glu (1 mM) o Glu y el quelante de Ca2+ extracelular EDTA (500 µM) en 

solución de ensayo sin Ca2+. La fosforilación de p38 MAPK por Glu es abatida 

cuando se utiliza el quelante de Ca2+ (Figura 17). Lo anterior demuestra la 

importancia del influjo de Ca2+ en la activación de la vía de p38 MAPK.  

 

 
 
Figura 17. El Ca2+ extracelular participa en la  fosforilación de p38 MAPK. Monocapas de BGC 
fueron incubadas por 30 min con Glu (1 mM) o Glu y EDTA100 µM (Glu+EDTA). Los niveles de 
fosforilación de p38 MAPK fueron detectados como se indica en la Figura 14. Se muestra un 
autorradiograma representativo de p-p38 MAPK y p38 MAPK. 
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7.5 p38 MAPK participa en la actividad de unión de AP-1 al DNA inducida por 

Glu en BGC 

 

Debido a que el factor de transcripción AP-1 se une al GluRE en el 

promotor de chkbp aumentando su transcripción (Aguirre et al, 2000), evaluamos 

la participación de p38 MAPK en la actividad de unión de AP-1 al DNA. Cultivos 

primarios de BGC fueron tratados con Glu (1 mM) durante 30 min, y se obtuvieron 

extractos nucleares 90 min después del tratamiento. En la Figura 18A se observa 

que el tratamiento con Glu  promueve la formación de un complejo retardado AP-

1/DNA (AP-1 cx). Este complejo desaparece cuando es competido con un exceso 

(100x) de la sonda AP-1 sin marcar, demostrando la especificidad del complejo 

(Figura 18A). 

 

Posteriormente, cultivos primarios de BGC fueron pre-incubados durante 30 

min con el inhibidor específico de p38 MAPK: 4-[4-(4-Fluorofenil)-5-(4-piridinil)-1H-

imidazol-2-il] fenol (SB202190, 1 µM). La unión de AP-1 al DNA inducido por Glu, 

fue claramente reducido con el pre-tratamiento con SB202190 (Figura 18B). Se 

utilizó 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA, 100 nM) como control positivo de 

la formación del complejo AP-1/DNA (Aguirre et al, 2000). Debido a que la 

regulación de chkbp por Glu, es mediada por la ERK1/2 (Aguirre et al, 2002), se 

utilizó además el inhibidor de la vía de ERK1/2 MAPK (PD98059), así como los 

inhibidores de ambas vías de manera conjunta. Como era de esperarse, el pre-

tratamiento de cultivos primarios de BGC con PD98059 (25 μM), disminuye la 

unión del factor de transcripción AP-1 al DNA, inducido por Glu. Es de resaltar que 
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la inhibición de ambas vías de señalización (p38 y ERK1/2 MAPK), bloquea por 

completo la formación del complejo AP-1/DNA (Figura 18C).  

 

          
 
 
Figura 18. p38 MAPK participa en la actividad de unión de AP-1 al DNA inducida por Glu en 
BGC. En los tres paneles se muestran ensayos de EMSA utilizando  oligonucleótidos de AP-1 
SV40 marcados con 32P como sonda. A) Se obtuvieron extractos nucleares de BGC tratadas 
durante 30 min con vehículo (NE) o Glu (1 mM), 90 min después de los tratamientos. Se agregó un 
exceso del oligonucleótido de AP-1 SV40 sin marcar (100X) como competidor específico. B) Se 
obtuvieron extractos nucleares de BGC tratadas durante 30 min con vehículo (NE), Glu (1 mM) o 
12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA, 10 nM), 90 min después de los tratamientos. El inhibidor 
específico de p38 MAPK SB202190 se agregó 30 min antes del tratamiento con Glu 
(Glu+SB202190) o el vehículo solo (SB202190, 1 µM). C) Se obtuvieron extractos nucleares de 
BGC tratadas durante 30 min con vehículo (NE) o Glu (1 mM), 90 min después de los tratamientos. 
Los inhibidores específicos de p38 MAPK y ERK1/2 MAPK (SB202190 y PD98059 
respectivamente) se agregaron 30 min antes del tratamiento con Glu (Glu+SB202190, 
Glu+PD98059, 25 µM) o el vehículo solo (SB202190, PD98059). Se usó el mismo procedimiento 
para el grupo Glu+SB202190+PD98059. En cada panel se muestra un autorradiograma típico de al 
menos tres experimentos independientes. 
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7.6 p38 MAPK participa en el control transcripcional de chkbp inducido por Glu  

 

Como se mencionó en la introducción, la regulación transcripcional de 

chkbp inducida por Glu, incluye la activación de al menos una de las vías de las 

MAPKs: ERK1/2 (Aguirre et al, 2002; López-Bayghen et al 2003). Debido a que 

p38 MAPK media el incremento de la actividad de unión al DNA de AP-1, inducida 

por Glu, decidimos evaluar la participación p38 MAPK en la activación 

transcripcional dependiente de Glu del gen chkbp. Para lograr ese objetivo, se 

utilizaron las construcciones p435KBP-CAT que contiene la región 5’ no 

codificante del promotor de chkbp  y  pTRE-CAT, que contiene cinco sitios de 

unión para AP-1, las cuales fueron transfectadas a BGC. Las monocapas de BGC 

fueron tratadas 24 h post-transfección con el inhibidor específico de p38 MAPK 

SB202190 (1 µM) 30 min antes del tratamiento con Glu 1 mM. El inhibidor 

específico de p38 MAPK reduce la actividad transcripcional de chkbp inducida por 

Glu (Figura 19A). Asimismo, la inhibición de p38 MAPK, reduce la actividad 

dependiente de Glu de la construcción que contiene solo los sitios de unión para 

AP-1 clonados en frente al gen reportero CAT (p-TRE-CAT, Figura 19B). Lo 

anterior indica que p38 MAPK participa en la regulación transcripcional de chkbp. 
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A) B) 
 

 

 
         

Figura 19. p38 MAPK participa en el control transcripcional de chkbp inducido por 
glutamato. Monocapas de BGC fueron transfectadas con las siguientes construcciones: A) 
p435KBP-CAT o B) pTRE-CAT. Las células fueron tratadas 24 h post-transfección durante 30 min 
con Glu 1 mM. El inhibidor específico de p38 MAPK SB202190 (1 µM), se adicionó 30 min antes 
del tratamiento con Glu (Glu+SB202190) o vehículo (SB202190). Las células fueron cosechadas 
48 h post-transfección y procesadas para ensayos de actividad de CAT. Los resultados fueron 
representados como la relación de la actividad relativa de CAT con el control no estimulado (NE). 
Los datos son el promedio ± error estándar de al menos seis experimentos independientes. Se 
realizó un análisis estadístico utilizando la prueba t-student (vs Glu; *, P<0.001). Se incluyen 
esquemas representativos de las construcciones transfectadas: A) Región 5’ no codificante del 
promotor de chkbp, B) Sitios de unión para AP-1 (rectángulos negros). 
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8. Discusión 

 

La función del SNC depende del mantenimiento del microambiente 

neuronal, lo cual requiere de la regulación de la composición extracelular que 

comprende: osmolaridad, composición iónica, pH, y la prevención de la 

acumulación de neurotransmisores en el espacio sináptico. En este contexto, las 

interacciones neurona-glia son de crucial importancia para el adecuado 

funcionamiento del SNC y cada día existe mayor evidencia de que las células 

gliales son elementos clave para la función adecuada del mismo. En este sentido 

la neurotransmisión glutamatérgica representa un factor importante en la 

comunicación entre neuronas y células gliales (revisado en Verkhratsky y 

Kirchhoff, 2007). Las BGC expresan GluRs que les permiten sensar la actividad 

neuronal y de esta manera cambiar su repertorio proteínico (Iino et al, 2001; 

Takayasu et al, 2006). Las vías de señalización activa Glu y que tienen como 

consecuencia la regulación de la expresión génica en BGC son muy diversas, 

aunque en la mayoría de los casos son eventos dependientes de Ca2+ e 

involucran a la vía de las MAPKs (Wang et al, 2007).  

 

Uno de los miembros de esta familia la proteína p38 MAPK se activa como 

resultado de estrés celular y en respuesta a la estimulación por citocinas en 

diversos tipos celulares (Zarubin y Han, 2005). En neuronas, p38 MAPK está 

involucrada en muerte celular (Nozaki et al, 2001; Nakatsu et al, 2006; Segura 

Torres et al, 2006). Aunado a lo anterior, el tratamiento con Glu de células 

granulares cerebelares promueve la activación rápida de p38 MAPK α, misma que 
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se ha vinculado con excitotoxicidad mediada por Glu (Semenova et al, 2007). En 

este trabajo se demostró que el Glu induce la activación de p38 MAPK en células 

de glía radial. En contraste, con trabajos previos, nuestros resultados demostraron 

que en BGC, las cuales se encuentran en estrecha proximidad con las neuronas 

granulares, la activación de p38 MAPK dependiente de Glu promueve la 

transducción de vías de señalización que llevan a la regulación de la expresión de 

genes. Sin embargo no es del todo claro si esta divergencia en la función de p38 

MAPK en neuronas y células gliales, está relacionada con la resistencia de las 

BGC a la toxicidad mediada por Glu (González-Mejia, 2006), La diferencia en la 

cinética de activación de p38 MAPK, que en neuronas es rápida y transitoria 

(Semenova et al, 2007), comparada con la fosforilación en BGC, la cual es lenta y 

sostenida (reportada en el presente trabajo), podría explicar este efecto. Lo 

anterior puede deberse al hecho de que p38 MAPK es capaz de activar una gran 

variedad de sustratos incluyendo factores de transcripción y otras moléculas 

involucradas en eventos plásticos (Cuenda y Rousseau, 2007). Ejemplo de ello es 

la activación de p38 MAPK en astrocitos de médula espinal de rata, en los cuales 

esta proteína participa en una forma de potenciación a largo plazo (LTP) inducida 

por ATP (Ikeda et al, 2007).   

 

La localización subcelular de p38 MAPK impacta directamente en la 

accesibilidad hacia una gran variedad de sustratos. Mientras que en el citoplasma 

p38 MAPK fosforila a proteínas involucradas en la regulación de la traducción, 

como MNK1 (Zarubin y Han, 2005) y eIF-4E (Knebel et al, 2001), en el núcleo 

fosforila cinasas nucleares y factores de transcripción (Ono y Han, 2000). La 
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relocalización de p38 MAPK en respuesta a la estimulación glutamatérgica 

observada en BGC y reportada en este trabajo, nos sugiere su participación en la 

fosforilación de proteínas nucleares y en consecuencia en la regulación de la 

transcripción.  

 

Además, en el presente trabajo se estableció que la fosforilación de p38 

MAPK depende del tiempo de incubación y la dosis de Glu aplicada, lo cual 

permitió demostrar la participación de GluRs. Asimismo, a través del uso de 

agonistas de los iGluRs y mGluRs se demostró la participación de los iGluRs del 

tipo AMPA y mGluRs del grupo I en la activación de p38 MAPK. En trabajos 

previos, nuestro grupo estableció que las BGC expresan GluRs de tipo ionotrópico 

y metabotrópico (López et al 1994, 1997, 1998). Los iGluRs permeables a Ca2+, 

activan la vía de MAPKs a través de la activación de RasGRF dependiente de la 

vía: Ca2+/CaMKII/PI3K (Wang et al, 2007), así como por la transactivación de 

receptores con actividad de tirosina cinasa intrínseca (RTK), como el receptor del 

factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y el receptor IGF-1R (Gu et al, 2007; 

López-Bayghen et al, 2003). Por su parte los mGluRs activan a las MAPKs por 

medio de diversos mecanismos, los cuales incluyen la  activación de PLC y la 

producción DAG e IP3, con la subsecuente liberación de Ca2+ intracelular y la 

activación de RasGRF, y la transactivación de RTKs, por las vías de señalización 

dependientes de la activación de Src y PKA (revisado en Wang et al, 2007; 

Goldsmith y Dhanasekaran, 2007). 
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Cuando las células fueron tratadas con agonistas de los receptores AMPA y 

de los mGluRs de grupo I, no se observó un efecto sumatorio en la fosforilación de 

p38 MAPK. Estos resultados sugieren la existencia de un punto de convergencia 

cascada abajo de la activación de los receptores o bien de la posibilidad de que 

exista una transactivación de los mGluRs. Diversos estudios han demostrado que 

los mGluRs post-sinápticos pueden co-activar y modular la actividad de los iGluRs 

(Heidinger et al, 2002; Attuci et al, 2002), sin embargo el mecanismo aún no es 

claro. Al respecto, se han propuesto varios mecanismos. En células piramidales 

CA3 la activación de los mGluR1 potencia las corrientes evocadas por los 

receptores NMDA, de manera  independiente de proteínas G, a través de la 

señalización dependiente de la cinasa Src (Heidinger et al, 2002). En contraste, el 

aumento producido por los receptores mGluR5 sobre las corrientes producidas por 

los receptores NMDA, requiere de la activación de proteínas G y la subsecuente 

señalización (Benquet et al, 2002). Se ha descrito recientemente, que existe 

interacción física entre mGluR5a y los receptores NMDA (NR1/NR2B), la cual 

parece inhibir a ambos subtipos de receptores (Pierroy et al, 2008). De manera 

similar, se describió la interacción entre iGluRs y mGluRs en BGC: ambos tipos de 

receptores participan en la fosforilación de p70S6K, regulando de esta manera la 

síntesis de proteínas (González-Mejia et al, 2006). No obstante, es necesario 

establecer la vía de señalización precisa activada por Glu que lleva a la 

fosforilación de p38 MAPK. 
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Nuestros resultados demuestran que la activación de p38 MAPK por Glu es 

dependiente de Ca2+. Lo anterior concuerda con que de manera general, las 

MAPKs señalizan en respuesta a altas concentraciones de Ca2+ (Chuderland et al, 

2008).  En particular, en neuronas p38 MAPK es activada por Glu de una manera 

dependiente de Ca2+ (Semenova et al, 2007). La señalización por Ca2+ en células 

gliales es una consecuencia de la activación de los GluRs presentes en estas 

células. En concordancia, mediante estudios en rebanadas de cerebro y co-

cultivos de neuronas-astrocitos, se ha demostrado que el aumento de la 

concentración de Ca2+ en células gliales, es mediado por el Glu liberado de las 

terminales sinápticas, ya que es mimetizado por  agonistas de los GluRs e inhibido 

con antagonistas de los iGluRs y mGluRs (revisado en Verkhratsky et al, 1998). A 

diferencia de las neuronas, los receptores de tipo AMPA que expresan las células 

gliales presentan una alta permeabilidad a Ca2+, debido a que no expresan la 

subunidad GluR2 (Müller et al, 1992). De esta manera, la señalización por Ca2+ es 

de gran importancia en la organización estructural y funcional de las células gliales 

de Bergmann (Metea y Newman, 2006; Iino et al, 2001). La activación de p38 

MAPK en BGC es dependiente del influjo de Ca2+. Este es un resultado 

inesperado, debido a que los mGluRs del grupo I están acoplados al metabolismo 

de fosfoinosítidos (Pin y Acher, 2002) y por lo tanto sería de esperarse que al 

menos una parte del efecto de Glu fuese independiente de la entrada de Ca2+. El 

hecho de que la activación de p38 MAPK dependiente de Glu sea dependiente del 

influjo de Ca2+, favorece la posibilidad de que exista un mecanismo de 

transactivación, considerando que  el influjo de Ca2+ a través de los receptores 

AMPA resulte en la activación de los mGluRs. Sin embargo es necesario realizar 
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más experimentos para esclarecer el mecanismo completo de activación de los 

GluRs.  

 

La proteína p38 MAPK se expresa abundantemente en el SNC (Lee et al, 

2000) y la aplicación del bloqueador de p38 MAPK SB203580 únicamente, inhibe 

la depresión a largo plazo (LTD) en el hipocampo, de manera dependiente de la 

activación de mGluRs (Bolshakov et al, 2000). Lo anterior sugiere que está 

involucrada en plasticidad sináptica. Debido a que la fase tardía de la plasticidad 

sináptica involucra la regulación de la expresión génica (Wu et al, 2007), 

consideramos de suma importancia investigar si la activación de p38 MAPK en 

BGC participa en el control transcripcional mediado por Glu.  

 

El Glu regula positivamente la transcripción de chkbp por medio del GluRE. 

Este elemento es un sitio de unión para el factor de transcripción AP-1 (Aguirre et 

al, 2000). Previamente se demostró que la activación de los receptores AMPA/KA 

aumenta la actividad de unión de AP-1 al DNA (Sánchez y Ortega, 1994). 

Nuestros resultados demuestran que el tratamiento con el inhibidor de p38 MAPK 

SB202190, reduce la formación del complejo AP-1/DNA. La regulación de chkbp 

por Glu, es mediada por la vía ERK1/2 (Aguirre et al, 2002). Cabe resaltar que la 

inhibición de ambas vías de señalización (p38 y ERK1/2 MAPK), bloquea por 

completo la formación del complejo AP-1/DNA.  En este sentido y más allá de la 

función opuesta de las diferentes cinasas de la familia MAPK, bajo ciertas 

circunstancias ERK y p38 MAPK pueden cooperar en la regulación de  la 

expresión de c-fos (Price et al, 2006; Chen et al, 1999).  Además, las proteínas 
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blanco de las MAPKs suelen tener múltiples sitios de fosforilación, lo cual permite 

que las MAPKs actúen de manera sinérgica para promover la expresión génica 

(Monje et al, 2003).  

 

La proteína p38 MAPK tiene varios puntos de  incidencia en la regulación 

de la expresión génica, ya que fosforila factores de transcripción y cinasas 

nucleares como RSK2 y MSK1, las que a su vez fosforilan a las histonas, 

promoviendo la remodelación de la cromatina (Turjanski et al, 2007, Bremi-

Cherrier et al, 2007; Zhao et al, 2008).  

 

Por otro lado, además de la diferencia en la cinética de activación de p38 

MAPK en neuronas y células gliales en la función pleiotrópica de p38 MAPK, se 

suma el hecho de que las diferentes isoformas parecen activar de manera 

diferencial a sus sustratos. La isoforma β incrementa la activación del factor AP-1, 

aumentando la fosforilación de c-Jun, mientras que las isoformas γ y δ disminuyen 

la actividad de AP-1, por medio de la regulación negativa de la transcripción de c-

jun (Pramanik et al, 2003). En este sentido, algunos autores han sugerido que p38 

β podría actuar como un factor mitógenico o anti-apoptótico (Nemoto et al, 1998; 

Alvarado-Kristensson et al, 2004), mientras que p38 γ podría ser la isoforma 

involucrada en la respuesta al estrés (Wang et al, 2000). La especificidad de las 

isoformas de p38 MAPK nos ayuda a explicar la diversidad de funciones en los 

diversos tipos celulares. Aún cuando no podemos saber con certeza la o las 

isoformas que se activan en nuestro sistema, sí podemos especular que se trata 

de las isoformas α o β, ya que solo estas isoformas son inhibidas por compuestos 
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derivados de pirimidil imidazol como SB202190 (Cuenda y Rousseau, 2007), el 

cual bloquea la unión de AP-1 al DNA en respuesta a Glu en BGC. Aún cuando 

p38 α es la isoforma más ubicua en el organismo y de alta expresión en SNC (Lee 

et al, 2006), es también la isoforma que presenta el menor efecto en la activación 

de AP-1 (Pramanik et al, 2003).  

 

Existen evidencias que sugieren que las MAPKs participan en mecanismos 

que conllevan a modificaciones de la eficiencia sináptica y a la formación de la 

memoria a corto y largo plazo, regulando la funcionalidad de los sistemas de 

neurotransmisión y controlando la transcripción de genes (Levenson et al, 2004; 

Kelleher et al, 2004; Miller y Marshall, 2005, Sweatt, 2001). De manera particular 

p38 MAPK participa en la extinción y la re-adquisición de la memoria en el modelo 

de evitación inhibitoria en el hipocampo (Alonso et al, 2003; Rossato et al, 2006) y 

en el aprendizaje asociativo (Zhen et al, 2001). La inhibición de p38 MAPK 

claramente suprime el efecto activador de Glu sobre la transcripción de chkbp. Lo 

anterior permite considerar que al menos parte del repertorio de proteínas 

requeridas para el almacenamiento de la información a largo plazo en el cerebro 

puede tener lugar en las células gliales. Esta interpretación se apoya en el hecho 

de la interacción metabólica que existe entre las neuronas y las células gliales en 

las sinapsis glutamatérgicas, la cual ha sido ampliamente caracterizada. Prueba 

de ello son las lanzaderas Glu-Gln y lactato astrocito-neurona, las cuales son 

elementos clave en el funcionamiento apropiado de las neuronas glutamatérgicas 

(Bak et al, 2005; Pellerin et al, 2007). 



Activación de p38 MAPK por Glu en BGC 

 

 

En resumen, en la presente investigación demostramos que la señalización 

por Glu involucra la activación de p38 MAPK, ésta participa en la regulación de la 

expresión de genes dependiente de Glu en BGC. La disección de la ruta de 

activación de p38 MAPK y sus blancos cascada abajo, contribuirá a elucidar la 

participación de las BGC en las funciones superiores del SNC como el aprendizaje 

asociativo.  
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9. Conclusiones 

 

 Los resultados obtenidos en el presente trabajo permitieron establecer las 

siguientes conclusiones:  

 

• El glutamato induce la activación de p38 MAPK en células gliales de 

Bergmann 

 

• La activación de p38 MAPK es un evento dependiente del tiempo de 

incubación y de la dosis de glutamato aplicada 

 

• La fosforilación de p38 MAPK inducida por glutamato depende de la 

activación de receptores ionotrópicos del tipo AMPA y metabotrópicos del 

Grupo I 

 

• La activación de p38 MAPK es dependiente de Ca2+ 

 

• La activación de p38 MAPK inducida por glutamato aumenta la actividad 

unión de AP-1 al DNA 

 

• La proteína p38 MAPK participa en la regulación transcripcional de chkbp 

dependiente de glutamato 
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10. Perspectivas 

 

• Disecar la vía de señalización que repercute en la activación de p38 MAPK 

en respuesta a la estimulación glutamatérgica 

 

• Caracterizar el mecanismo de activación de los GluRs en BGC 

 

• Establecer las proteínas que son blancos directos de p38 MAPK 

 

• Determinar la/las isoformas de p38 MAPK que participan en la regulación 

transcripcional de chkbp dependiente de Glu  
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