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RESUMEN

La epilepsia es una afeccién neurolégica de evolucién crénica, recurrente, casi siempre progresiva, que afecta del 1 al
2 % de la poblacién mundial. Modelos experimentales y estudios de imdgenes neurolégicas de pacientes con este
padecimiento muestran que las crisis recurrentes provocan estrés oxidativo, relacionado fundamentalmente con la
excitabilidad neuronal. La estimulacién excesiva de los receptores de glutamato induce neurotoxicidad, un proceso
que se ha definido como excitotoxicidad. Se considera que este puede ser el principal mecanismo de muerte celular
en numerosas afecciones del sistema nervioso central, incluida la epilepsia. Desde los afios 70 se han estudiado con
profundidad las vias de sefalizacién, los mecanismos moleculares y los sitios de accién relacionados con la excito-
toxicidad; aunque de forma muy limitada en las enfermedades del sistema nervioso central. En particular, deberan
evaluarse con especial cuidado la funcién crucial de la muerte neuronal y los mecanismos que se potencian con la
sobreactivacién de los receptores de glutamato, principalmente los relativos a las enfermedades neurolégicas, con
el fin de intervenir de manera oportuna para retardar el desarrollo de estas afecciones neurolégicas. Se repasan las
evidencias clinicas y experimentales sobre las alteraciones del sistema glutamatérgico, las vias de muerte celular, la
activacion de las caspasas y de la familia de genes Bcl-2 involucrados, como moduladores de la muerte celular en
la epilepsia. Tales hallazgos sustentan que en la epilepsia farmacorresistente convergen procesos excitotoxicos y de
muerte neuronal apoptética y necrética.
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ABSTRACT

Excitotoxicity and neuronal death in epilepsy. Epilepsy is a recurrent, often progressive neurological disorder
with a chronic evolution, affecting 1 to 2 % of the world population. Research with experimental models and imag-
ing analysis of diseased patients have been used to show that recurrent episodes produce oxidative stress, most of
which is related to neuronal excitability phenomena. It is known that the excessive stimulation of glutamate receptors
results in neurotoxicity; a process that, under the denomination of excitotoxicity, is thought to constitute the principal
cellular death mechanism behind different disorders of the central nervous system, including epilepsy. Paradoxically,
although the signaling pathways, molecular mechanisms and sites of action of excitotoxicity have received consider-
able attention since the 1970s, little is known about their relevance to CNS disorders. Further detail is necessary
about the fundamental role of neuronal death and the mechanisms, particularly those relevant to neurological
pathogenesis, that are engaged whenever glutamate receptors are excessively stimulated, as the results would aid
considerably the development of timely clinical interventions delaying the evolution of these disorders. We review
clinical and experimental data on the relevant alterations of the glutamatergic system, cell death pathways, and the
activation of caspases and members of the Bcl-2 gene family involved in the process as modulators of cell death
during epilepsy. The findings support the hypothesis that excitotoxic processes as well as both apoptotic and necrotic
neuronal cell death phenomena converge in drug-resistant epilepsy.
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Introduccién

La excitotoxicidad mediada por el receptor de glutama-
to ejerce una funcién importante en el desarrollo neu-
ral, la diferenciacion y la plasticidad sinapticas [1, 2].
Este proceso se considera el principal mecanismo de
la muerte celular en numerosas enfermedades del sis-
tema nervioso central (SNC) como el trauma cerebral,
los desérdenes neurodegenerativos y la epilepsia [3-6].

En el SNC de los mamiferos, el glutamato es el neu-
rotransmisor excitador por excelencia. La regulacion
de la neurotransmision glutamatérgica es critica, no
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solo por las propiedades de sefializacion atribuidas a
los niveles y la actividad del glutamato y su receptor,
sino también por la muerte celular excitotoxica [2]. Ini-
cialmente se describié que la muerte celular inducida
por excitotoxicidad se caracteriza por el aumento del
volumen de la célula, la vacuolizacion del citoplas-
ma y la ruptura de las membranas, caracteristicas que
apuntan a un mecanismo de muerte celular necrética
[7-10]. Luego se definio que la degradacion internu-
cleosomal del ADN y la activacion de las caspasas son
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indicativas de muerte neuronal apoptotica [11-13]. Y
recientemente se sugiere que la autofagia puede ser un
mecanismo de muerte celular no apoptdtica inducida
por excitotoxicidad, lo que revela que la autofagia es
una estrategia de supervivencia ante el estrés [2]. De
esta forma, el incremento de la actividad del receptor
del glutamato podria inducir la expresion de proteinas
proapoptdticas tales como la p53, lo cual provocaria el
daflo y la muerte neuronales por apoptosis y autofagia
[14-16]. La autofagia se activa como respuesta a un
dafio excitotoxico agudo [17, 18].

A pesar de que se ha estudiado ampliamente la
excitotoxicidad en cuanto a sus vias de sefializacion
y accion, alin es muy escaso el conocimiento sobre
su funcion en el SNC, asi como sus mecanismos mo-
leculares de accion. No obstante, teniendo en cuen-
ta tales hallazgos se puede considerar que la muerte
excitotoxica en el cerebro no es un evento uniforme;
mas bien es un proceso continuo que va de necrosis a
apoptosis y a autofagia. En este trabajo se discuten los
mecanismos celulares y moleculares de la excitotoxi-
cidad y su efecto en la muerte neuronal que ocurre en
la epilepsia.

Concepto de excitotoxicidad

Diversos hallazgos experimentales y clinicos relacio-
nados con la posible toxicidad de los aminoacidos ex-
citadores han dado lugar a la teoria excitotoxica, que
postula que los niveles excesivos de glutamato endo-
geno o la hipersensibilidad de sus receptores se rela-
cionan con la degeneracion neuronal [19]. La excito-
toxicidad es el mecanismo que promueve la muerte
celular mediante la sobreactivacion de los receptores
glutamatérgicos o de cualquiera de sus analogos. Esta
provoca la entrada excesiva de calcio (Ca*") a la célu-
la, que es secuestrado por la mitocondria. Ello provo-
ca un incremento del calcio mitocondrial, que provoca
la disfuncion metabolica, la produccion de radicales
libres, la activacion de proteasas, fosfolipasas, la Oxi-
do nitrico sintasa y endonucleasas, y la inhibicion de
la sintesis de proteinas [20].
Lapérdidadelahomeostasis del calciose debealasa-
turacion de los mecanismos de regulacion como la bom-
ba de calcio, el intercambiador sodio/calcio (Na*/Ca*")
y las proteinas amortiguadoras de calcio. Una vez satu-
rados estos sistemas, la mitocondria captura el exceso
de calcio que se acumula en la matriz mitocondrial.
Ello induce la despolarizacion de la membrana mito-
condrial por dos mecanismos: el abatimiento parcial del
potencial quimiosmotico por la acumulacion de cargas
positivas en la matriz mitocondrial; y ante una sobre-
carga sostenida ocurre una despolarizacion irreversible
por la activacion del poro de transicion mitocondrial.
El colapso del potencial quimiosmotico mitocondrial
reduce la sintesis de trifosfato de adenosina (ATP) y
la activacion del poro de transicion, que constituye
una via por donde el calcio retorna al citosol [21, 22].
El aumento sostenido de las concentraciones de cal-
cio promueve la generacion de radicales libres, que
inducen la peroxidacion de lipidos de la membrana,
la sintesis de o0xido nitrico y la activacion de enzimas
involucradas en el catabolismo de proteinas, fosfolipi-
dos y acidos nucleicos. Ademas, el oxido nitrico puede
actuar como mensajero retrogrado y potenciar el efecto
excitotoxico del glutamato al aumentar su liberacion
desde las terminales presinapticas [23] (Figura 1).
Una via de dafio celular es la activacion de la 6xido
nitrico sintasa, cuyo producto reacciona con el superoxi-
do y forma el peroxinitrito. Otra via es la activacion de
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Figura 1. Mecanismo de excitotoxicidad. La activacién sostenida del receptor N-metil-D aspartato
(RNMDA) por concentraciones incrementadas de glutamato (Glu) provoca la entrada masiva de calcio
a la célula que activa a las enzimas liticas y la é6xido nitrico sintasa (NOS). El dafio mitocondrial y el
aumento de la concentracién de dcido araquidénico es uno de los factores implicados en el incremento
de la generacion de especies reactivas de oxigeno, que conducen a la muerte neuronal provocada por
el dafo a las biomoléculas y la activacién de programas de muerte apoptéticos. El déficit energético
contribuye a la perpetuacién del proceso degenerativo porque favorece la despolarizacién de la
membrana por el déficit en el funcionamiento de la bomba sodio/potasio (Na/K ATPasa) y mantiene
el estado activo del RNMDA. Esto sensibiliza a la célula a la aferencia glutamatérgica normal proce-

dente de la corteza cerebral.

la poli-adenosina difosfato ribosa-polimerasa (PARP),
como respuesta al dafio del ADN mediado por los radi-
cales libres [24, 25].

Excitotoxicidad y epilepsia

Algunas evidencias sustentan la hipotesis de que los
cambios neurodegenerativos asociados con la epilep-
sia humana resultan de la actividad de las descargas
persistentes en la via del glutamato. EI mecanismo
es relativamente simple: la liberacion del exceso de
glutamato provoca la despolarizaciéon y repolariza-
cion repetitiva de las terminales del glutamato, lo que
conduce a su concentracion toxica, y finalmente ori-
gina la degeneracion excitotoxica de la neurona pos-
sinaptica [26, 27].

Estudios de microdialisis en humanos y modelos
animales documentan la asociacion entre la actividad
convulsiva prolongada y la duracion del estado epilép-
tico por la elevacion significativa del glutamato [28].
Se conoce que la sobrexcitacion de las neuronas por
glutamato puede provocar descargas epilépticas y que
la aplicacion directa de glutamato en la amigdala indu-
ce un efecto similar al de la activacion propagada [29];
mientras que el empleo de antagonistas del receptor
acidoa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico
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retarda el desarrollo de la activacion propagada amig-
dalina en ratones [30].

La activacion del receptor de N-metil-D-aspartato
media la muerte celular durante el estado epiléptico
[31], y el uso de un antagonista de este receptor, el
MK-801, previene la aparicion de las crisis esponta-
neas en modelos animales [32]. En la epileptogénesis
participan los receptores de kainato, especialmente la
subunidad GIuR6 como inductora [33, 34].

En general, el dano neuronal excitotoxico celular
en pacientes epilépticos es mediado por la entrada ex-
cesiva de calcio en las células durante las convulsio-
nes [35]. Los niveles elevados de calcio desatan una
secuencia de eventos como la activacion de la 6xido
nitrico sintasa, que interfiere con el metabolismo oxi-
dativo y genera radicales libres y dafio de la membra-
na neuronal; igualmente se activan las procaspasas, y
ocurre la muerte neuronal, ya sea por necrosis, apop-
tosis o autofagia.

Excitotoxicidad en modelos
experimentales de epilepsia

Por las limitaciones para estudiar la epilepsia humana,
se han desarrollado modelos experimentales que la
asemejan. Sin embargo, aiin es imposible evaluar las
manifestaciones conductuales, sobre todo la conducta
motora.

Estos modelos se clasifican en agudos y cronicos.
Los primeros se logran por la aplicacion de farma-
cos convulsivantes o por estimulacion eléctrica; los
segundos reproducen mejor la fisiopatologia de la
epilepsia en humanos. Ambos pueden padecer crisis
parciales o generalizadas. Sin embargo, debido a que
la epilepsia se caracteriza por la recurrencia de mani-
festaciones ictales, solamente los modelos que repro-
ducen esa condicion se consideran verdaderos mode-
los de epilepsia. El tltimo desatio en cualquier estudio
experimental de la epilepsia es determinar cudl de los
muchos cambios como respuesta a un dafio cerebral
esta relacionado de forma causal con el subsecuente
desarrollo de la epilepsia.

El estrés oxidativo inducido por las crisis recurren-
tes contribuye grandemente al dafio y la muerte celu-
lares. Los radicales libres derivados del estrés oxida-
tivo son componentes de la excitotoxicidad. En parte,
ello se sustenta en que las crisis prolongadas inducen
dafio celular en las macromoléculas y se relacionan
sobre todo con la excitabilidad neuronal.

En los modelos animales se han estudiado dos tipos
de dafio en particular: crisis febriles prolongadas (20
a 30 min) y estado epiléptico prolongado (5 a 8 h).
Este tltimo es inducido por la inyeccion sistémica de
agonistas colinérgicos (pilocarpina) o por la inyeccion
unilateral de agonistas glutamatérgicos en el hipocam-
po de ratas (acido kainico, analogo del glutamato).
En los modelos de crisis febriles, hipoxia neonatal y
espasmos se ha demostrado que las neuronas en de-
sarrollo son menos vulnerables al dafio neuronal y la
pérdida celular que las neuronas adultas. Por ejemplo,
las neuronas hipocampales de animales cuyos cere-
bros son inmaduros continuian respondiendo a estimu-
los sindpticos, y en un ambiente totalmente andxico
se requiere mucho tiempo para destruir los circuitos
de manera irreversible [36]. El cerebro inmaduro pa-
rece ser también mas resistente a los efectos toxicos
del glutamato que el cerebro maduro [37]. Mark et al.
[38] demostraron que la cantidad de calcio que entra a
una neurona piramidal estd directamente relacionada

con la edad del individuo: en los tres primeros dias de
vida, el glutamato incrementa el calcio minimamente;
en cambio, entre los dias 21 al 25 ocurre un marca-
do incremento en el calcio intracelular, aumento del
volumen del soma y retraccion de las dendritas. Esta
resistencia relativa se debe a la menor densidad de las
sinapsis activas, al bajo consumo de energia y en ge-
neral a la relativa inmadurez de las cascadas bioqui-
micas que llevan a la muerte celular. Por consiguiente,
los animales jovenes son menos vulnerables que los
adultos a la pérdida celular después de las crisis epi-
Iépticas prolongadas [39-41].

Los modelos de excitotoxicidad en animales adul-
tos mas utilizados son el del 4cido kainico y la pi-
locarpina: modelos de epilepsia del 16bulo temporal,
inducidos por la inyeccion unilateral o sistémica de
uno de estos compuestos, en dosis convulsionantes
que provocan dafio excitotoxico en las neuronas pi-
ramidales del hipocampo y en la region hilar. El dafio
depende de la dosis, la especie y la cepa animal; pero
el resultado es la muerte de las neuronas en las re-
giones vulnerables, la proliferacion de astrocitos y el
aumento de las fibras gliales. Por ese motivo, los mo-
delos de administracion sistémica de acido kainico o
pilocarpina se consideran adecuados para el estudio
de las convulsiones tonico-clonicas generalizadas o
estado epiléptico, cuyo sustrato neuroanatémico es la
esclerosis temporal mesial [42-46].

Uno de los primeros cambios que ocurren después
de la administracion de acido kainico es la induccion
de ARN mensajero (ARNm) y la expresion de protei-
nas de choque térmico de diferentes pesos molecula-
res (HSP27, HSP70 y HSP72). Esta tltima se expresa
constitutivamente en el cerebro de los mamiferos, y se
sobreexpresa en las poblaciones neuronales sensibles
del hipocampo [47]. La expresion de estas proteinas
parece prevenir el plegamiento anormal de proteinas
de nueva sintesis en las poblaciones vulnerables al
acido kainico. Durante las dos semanas siguientes a
la administracion, esas proteinas se transportan por el
arbol dendritico y a lo largo de los axones hacia las
zonas mas distales. La HSP70 y la HSP72 tienen una
funcion protectora, aunque no consiguen rescatar a las
células de la muerte excitotoxica. La sobreexpresion
de HSP27 y HSP70 in vivo protege del dafio exci-
totoxico [47, 48], mientras que los niveles excesiva-
mente altos de la HSP72 pueden ser nocivos para las
células [49-51].

Luego de tres a cinco horas de la inyeccion de 4ci-
do kainico también se induce la sintesis de ARNm y
la sobreexpresion de las proteinas cFos y cJun en las
regiones vulnerables del hipocampo y en el giro denta-
do [52]. La inmunorreactividad contra cFos decrece a
las seis horas en el giro dentado, pero permanece alta
en el hipocampo. Ello sugiere que la muerte celular
puede asociarse con los niveles altos de cFos. Ademas,
el incremento prolongado de cFos no tiene un caracter
predictivo y no es preciso para que ocurra dafio neu-
ronal excitotoxico [53, 54]. También se ha observado
un aumento de la expresion de cJun en el hipocampo
y en la circunvolucion dentada, 24 horas después de
las crisis epilépticas. El significado del aumento de los
niveles de cJun es contradictorio, ya que se considera
marcador de la muerte celular retardada, secundaria a
crisis epilépticas, o como posible marcador de supervi-
vencia neuronal frente al dafio excitotoxico [52].

Con respecto a la sefializacion a través de la mem-
brana celular, el activador tisular del plasmindgeno
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(tPA), serina proteasa extracelular, parece ser necesario
para que ocurra la muerte celular, ya que los ratones
nulos para tPA o para plasminogeno son relativamente
resistentes al daflo excitotoxico. Este efecto parece me-
diado por la interaccion de tPA con laminina, una pro-
teina de la matriz extracelular [55]. También el aumen-
to de la expresion del ligando especifico del receptor
Fas (FasL) en el hipocampo y en las células granulares
del giro dentado, tres horas después de la inyeccion de
acido kainico, esta relacionado con la sefializacion a
través de la membrana celular [56]. Mientras, en esta
ultima region, la expresion de FasL decrece seis horas
después de la inyeccion de acido kainico, y la inmuno-
rreactividad contra FasL se mantiene en el hipocampo.
Este aspecto es relevante, porque la unién de FasL a
Fas activa el dominio de muerte de este tltimo, al que
se une el dominio de muerte asociado a Fas (FADD), y
a su vez activa la caspasa 8 que actia sobre las caspasas
efectoras, que provocan la muerte por apoptosis. La uti-
lizacion de ratones transgénicos para Fas aporta datos
sustanciales para conocer el papel del sistema Fas/FasL
en la senalizacion de muerte celular excitotoxica [56].

Aun no se ha precisado la funcioén de los miem-
bros de la familia de genes bcl-2. Un estudio preli-
minar mostrd la reduccion de la proteina Bel-2 y el
aumento del ARNm para la proteina Bax en el hipo-
campo de ratones después de la inyeccion sistémica
de acido kainico [57]. Estudios mas precisos mediante
Northern blot han mostrado una induccion del ARNm
de la proteina Bax (pero no de las proteinas Bcl-2 y
Bcl-x) desde seis a 24 horas en el hipocampo de ra-
tas inyectadas con acido kainico. La expresion de las
proteinas Bcl-2, Bel-x y Bax en el hipocampo, ana-
lizada mediante Western blot e inmunohistoquimica,
es similar en las células destinadas a morir y en las
células que sobreviven [58]. Es posible que los efectos
de los miembros de la familia Bcl-2 no dependan de
cambios globales de las proteinas; pero si su locali-
zacion subcelular. La sefializacion de muerte apopto-
tica por la via mitocondrial se desencadena por una
union de la proteina Bax a la membrana mitocondrial
y por una liberacion de citocromo c al citosol. Esta
liberacion comprende la unién al factor de activacion
de proteasas apoptoticas Apafl en presencia de ATP
y la activacion de la caspasa 9, que a su vez activa
distintas caspasas efectoras o ejecutoras. El modo en
que ocurre la salida del citocromo ¢ de la mitocondria
al citosol no esta claro, pero parece establecerse una
interaccion entre Bel-2, Bel-x y Bax, y los canales i6-
nicos dependientes de voltaje que controlan la salida
del citocromo c. Se ha propuesto que el balance entre
Bax y Bcl-2 en la célula es esencial para determinar si
una célula experimentara apoptosis [59].

La excitotoxicidad provocada con acido kainico
por via intraperitoneal también induce la expresion
del ARNm de la caspasa 3 y el aumento de la ex-
presion de procaspasa 3 en algunas neuronas de las
regiones vulnerables del hipocampo [60, 61]. Unas
pocas neuronas expresan el fragmento activo (escin-
dido) de 17 kDa de la caspasa 3 [62]. Ello indica
la participacion de la via de las caspasas en algunas
neuronas del hipocampo, lo que revela muerte ce-
lular con componente apoptdtico en subpoblaciones
del hipocampo. Sin embargo, los estudios por Wes-
tern blot sefialan la presencia de bandas de PARP de
89 kDa y de otras de menor tamafio. Esto demuestra
que la fragmentacion de PARP no ocurre exclusiva-
mente por la activacion de las caspasas, sino también

por la accion de otras proteasas, lo cual presagia la
muerte indiscriminada por necrosis [61].

Como resultado del dafio excitotoxico que afecta
de manera preferencial las células de la region hilar
[63], las fibras musgosas procedentes de las células
granulares del giro dentado se desconectan de sus dia-
nas. Esta diferenciacion da lugar a la produccion de
ramificaciones axonales musgosas que progresan en la
region supragranular y en toda la capa molecular del
giro dentado [64, 65]. Sin embargo, el recrecimiento
de las fibras producido por las crisis convulsivas es
menos evidente en animales jovenes [10, 66]. La for-
macion de ramificaciones o racimos se asocia con un
incremento de la expresion de la proteina GAP-43 en
la capa supragranular durante la primera semana, y en
toda la capa molecular a partir de un mes [67]. Se ha
detectado el incremento de la expresion de la proteina
asociada con los sinaptosomas de 25 kDa (SNAP25)
en las neuronas y en la capa molecular del giro denta-
do, asi como en las fibras musgosas del hipocampo en
los dias siguientes a la lesion excitotdxica por acido
kainico [68, 69]. Parece probable la intervencion de
sefales troficas especificas en el desarrollo de estas
conexiones aberrantes, aunque todavia es discutible la
funcidn de los factores troficos. El factor neurotrofico
derivado de cerebro y el receptor TrkB en las neuro-
nas del giro dentado posiblemente influyen sobre el
trofismo de estas células en la construccion de ramifi-
caciones plasticas dirigidas a reinervar zonas destrui-
das por el 4cido kainico. También se ha sugerido que
el factor neurotrofico derivado de cerebro confiere
proteccion al atenuar el estrés oxidativo [70, 71].

Muerte neuronal y epilepsia

La apoptosis es una forma caracteristica de muerte ce-
lular, regida por un programa genético comun en va-
rios tipos celulares. Usualmente afecta mas a células
individuales, que a todas las células de un tejido. La
condensacion del citoplasma y la reduccion del volu-
men celular, acompafiado de cambios en la estructura
del nucleo, son de los primeros cambios morfologicos
que exhiben las células al inicio del proceso apoptoti-
co. La cromatina se condensa y forma cumulos densos
adosados a la membrana, seguido por invaginaciones
de la membrana nuclear, y lleva a la fragmentacion
del nucleo en estructuras membranosas con cantidades
variables de cromatina. De manera analoga, la mem-
brana celular presenta invaginaciones que terminan por
fragmentar la célula en racimos de vesiculas de tama-
flo variable que contienen organulos intactos que no
se fusionan con los lisosomas. A estas vesiculas se les
denominan cuerpos apoptdticos, que rapidamente son
fagocitadas por células vecinas. Por lo tanto, una de las
consecuencias fisiologicas mas relevantes de la muerte
neuronal por apoptosis es que no se libera material in-
tracelular al medio intersticial [72].

Lamuerte neuronal inducida por convulsiones no ex-
ceptia la complejidad molecular de la muerte neuronal
por neurodegeneraciones. Hay una gran controversia
sobre si la muerte neuronal es apoptotica o necrotica.
Basandose en la definicion clasica y los criterios mor-
foldgicos de la necrosis, esta constituye el mecanismo
mas frecuente por el que las células del cerebro mueren
después de una convulsion [7-10, 13, 73].

Varios autores sustentan que la muerte neuronal indu-
cida por un estado epiléptico no es apoptodtica sino ne-
crotica, con la necrosis como mecanismo dominante de
muerte celular después de una crisis epiléptica [73, 74].
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Sin embargo, se ha demostrado la presencia de un com-
ponente apoptdtico. Estos estudios se basan en hallazgos
bioquimicos que establecen la participacion de algunos
miembros de la familia del gen Bcl-2 y las caspasas en
el proceso de muerte celular después de las convulsio-
nes. Otros factores que sustentan tales hallazgos son la
deteccion de fragmentos multiples de 180 a 200 pares
de bases con activacion temprana de endonucleasas y la
fragmentacion del ADN en células destinadas a morir
(originariamente descrita como indicador de apoptosis),
la acumulacion nuclear de p53 en neuronas vulnerables
al acido kainico y el aumento de receptores de muerte
celular y sus ligandos. Ello evidencia la intervencion de
mecanismos apoptoticos en el proceso de muerte celular
[11-13,75-78].

Se han descrito alteraciones en la familia de protei-
nas Bcl-2 y en el corte proteolitico de las procaspasas
1 y 3. Ademas se han detectado varios marcadores de
muerte celular apoptotica en diferentes modelos expe-
rimentales de epilepsia: las caspasas se activan por con-
vulsiones asi como los receptores de muerte neuronal y
las proteinas de la familia del Bcl-2 [62, 76, 78-83]. Los
niveles elevados de Bcl-2 en el suero de los pacientes
con epilepsia del l6bulo temporal, se relacionan con la
duracion de la enfermedad, la frecuencia de las crisis y
la severidad de la epilepsia [84].

El gen p53 fue el primer elemento regulador de la
apoptosis identificado como dafiado por la actividad
convulsiva [85]. Se ha descrito su sobreexpresion,
tanto de su ARNm como de la proteina, sustentada
funcionalmente en que 1) la unién del ADN de p53
ocurre después de las convulsiones [86], y 2) la expre-
sion de Bax aumenta con las convulsiones [57, 87].
Un inhibidor de la sintesis de p53 protege contra la
excitotoxicidad provocada por el acido kainico [88].
Las neuronas de raton deficientes del p53 son resis-
tentes a las convulsiones y a la apoptosis inducida por
excitotoxinas [89]. No obstante, las consecuencias de
las alteraciones en el p53 en la muerte neuronal indu-
cida por convulsiones no estan del todo esclarecidas,
debido sobre todo a las multiples vias funcionales en
las que el p53 esta implicado. En general, los datos
apuntan a que las caspasas, el Bcl-2 y el p53 ejercen
alguna funcion después de las convulsiones.

Se ha discutido la clasica division apoptosis y ne-
crosis, procesos que pueden ocurrir de forma indepen-
diente, secuencial e incluso simultaneamente [79, 90];
muchas veces determinados por el tipo de estimulo
y su intensidad. Se sugiere un modelo que explica la
continuidad entre la via clasica de apoptosis mediada
por caspasas y la necrosis o lisis celular [91]. Los pa-
sos intermedios que se plantean son 1) la muerte ce-
lular programada, similar a la apoptosis, 2) la muerte
celular independiente de las caspasas y 3) la muerte
celular programada, similar a la necrosis. Este criterio
es importante, en especial en el analisis de la muerte
celular que ocurre en los procesos neuroldgicos [92].

Un estudio de nuestro grupo de trabajo en pacien-
tes con epilepsia del 16bulo temporal farmacorresis-
tentes, avala la participacion de los dos procesos de
muerte neuronal (necrosis y apoptosis). Se evidenciod
el incremento de la inmunodeteccion con anexina V
y ensayo Tunel en el tejido neocortical (Figura 2).
Ello indico la presencia de un proceso de muerte
neuronal en esta area cerebral que podria ser apopto-
tica, sin descartar la posibilidad de muerte necroética,
ya que el marcador Tunel+ se asocia con ambos ti-
pos de muerte. También valoramos la posibilidad de
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Figura 2. Determinacién de inmunorreactividad por ensayo Tunel y contra anexina V, en pacientes

epilépticos y controles. A) Comparacién entre el porcentaje

de células inmunorreactivas al ensayo

Tunel en la capa IV de la neocorteza de pacientes con epilepsia del I6bulo temporal y un grupo control.
El porcentaje de células Tunel+ se calculd en relacion con el total de células teiidas con yoduro de
propidio por milimetro cuUbico visualizadas por doble tincién y microscopia confocal (prueba de Mann-
Whitney, *** p < 0.001). B) Comparacién entre el porcentaje de células inmunorreactivas a la anexina
V en la capa IV de la neocorteza de pacientes con epilepsia del I6bulo temporal y un grupo control (no
epilépticos). El porcentaje de células anexina V+ se calculé en relacién con el total de células tenidas
con yoduro de propidio por milimetro cubico, visualizadas por doble tincién y microscopia confocal

(prueba Mann-Whitney, ** p < 0.01).

una fase intermedia o de continuidad entre ambos
tipos de muerte [93]. Adicionalmente, describimos
la presencia de un desequilibrio del sistema redox
en estos pacientes [94], que explicaria la muerte por
disfuncioén mitocondrial, causada por la despolariza-
cion de la membrana mitocondrial que ocasiona la
muerte celular. En estudios posteriores por micros-
copia electronica en estos tejidos detectamos células
tanto en proceso de muerte necrotica como apopto-
tica (Figura 3). Estas evidencias podrian ayudar en
el desarrollo de estrategias neuroprotectoras contra
los procesos de muerte celular que se desencadenan
por epilepsia.
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Figura 3. Imagenes de tejido neocortical tomadas con un microscopio electrénico. A) Neurona normal.
B) Neurona en proceso de muerte necrética. C y D) Neuronas en proceso de muerte apoptética. La

barra equivale a 500 nm.
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Conclusiones

Son multiples los hallazgos en torno a la epilepsia,
debido fundamentalmente a la diversidad de mode-
los experimentales que se utilizan y a la dificultad
de reproducir fielmente todas las caracteristicas de la
enfermedad. Los estudios en humanos se han efectua-
do en diferentes localizaciones del foco epileptogé-
nico, tiempo de evoluciodn, tipo y edad de inicio de
las crisis, entre otros aspectos. Se requieren nuevos
estudios para caracterizar completamente la accion de
estos mecanismos de muerte celular en los procesos
convulsivos, y establecer una via de interaccion que
atenue el dafio ocasionado por la epilepsia. La figura 4
resume los mecanismos de excitotoxicidad propuestos
para las enfermedades neurolégicas.

Las vias de sefalizacion y la funcion de la excito-
toxicidad se han estudiado exhaustivamente desde los
aflos 70. Sin embargo, ain parece limitado el conoci-
miento sobre la excitotoxicidad en el SNC, los meca-
nismos moleculares y los sitios de accion. Con el fin de

una intervencion oportuna para retardar el desarrollo
de afecciones como la epilepsia, deben ser cuidadosa-
mente evaluados tanto la funcion esencial de la muerte
neuronal como los mecanismos que se potencian con
la sobreactivacion de los receptores para glutamato en
las enfermedades neurologicas. Los actuales hallazgos
revelan que en la epilepsia farmacorresistente con-
vergen procesos excitotoxicos y de muerte neuronal
apoptotica y necrotica.
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