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CARACTERISTICASESTRUCTU RALESY FUNCIONALES DE LOS TRANSPORTADORES
DE GLUTAMATO: SU RELACION CON LA EPILEPSAY EL ESTRES OXIDATIVO

Resumen. Objetivo. Se enfatizan las caracteristicas estructurales generales, las propiedades funcionales y la distribucién de
los transportadores de glutamato, asi como la participacion de éstos en la epilepsia y el estrés oxidativo. Desarrollo. Los
transportadores de aminoéacidos como el glutamato se consideran proteinas de suma importancia en el sistema nervioso cen-
tral, ya que participan en la captura del neurotransmisor posterior a su liberacion en la hendidura sinaptica para finalizar de
esta manera su efecto y limitar la excitabilidad mediada por el glutamato. Estas proteinas se incluyen en la familia de los
transportadores dependientes de Na*/K*. Numerosas evidencias demuestran |a participacion de los transportadores en varios
trastornos neuronales, como la epilepsia y la isquemia cerebral. A este respecto se considera que algun defecto en la estruc-
tura de los transportadores podria afectar su funcion y, por tanto, favorecer la hiperexcitabilidad producida por el glutama-
to, de tal manera que conduzca a las alteraciones patol dgicas que se presentan en la epilepsia. Conclusiones. El estudio de-
tallado de la estructura y funcion de estos transportadores, asi como del papel que desempefian en las enfermedades neurol 6-
gicas mas comunes como la epilepsia, permitira visualizar con claridad nuevas alternativas terapéuticas para combatir este
tipo de afecciones neuronales en el futuro. [REV NEUROL 2007; 45: 341-52]
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INTRODUCCION

La comunicacion intercelular en el sistema nervioso central
(SNC) requiere del control preciso de la duracion y laintensi-
dad de accion del neurotransmisor liberado hacia la hendidura
singptica. Después de liberarse en lasinapsis, |os neurotransmi-
sores son capaces de activar receptores pre o postsinapticos. Pa-
raterminar la transmision sindptica, los neurotransmisores son
inactivados por medio de la degradacion enzimética o su captu-
ra a través de proteinas denominadas transportadores, los cua-
les se pueden encontrar en las neuronasy células gliales perisi-
népticas.

L os transportadores de neurotransmisores se pueden clasifi-
car en transportadores de membrana plasmaticay transportado-
res de membrana vesicular. En particular, 1a superfamilia de los
transportadores de membrana plasmética se puede a su vez divi-
dir en dos familias de acuerdo a su dependenciaionica:

— Transportadores dependientes de Na*/Cl~, como los de do-
pamina, norepinefrina 'y serotonina (monoaminas), asi co-
mo los del &cido y-aminobutirico (GABA), glicina, prolinay
taurina (aminoacidos); también se incluyen en esta familia
los de botainay creatina.
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— Transportadores dependientes de Na*/K*, como los de los
aminoécidos excitadores glutamato y aspartato [1]. Estos
ultimos pertenecen a la familia genética denominada SLC1
(solute carrier family), de acuerdo con lanomenclatura HU-
GO (Human Gene Nomenclature Committee database); en
particular, los transportadores de glutamato en el humano se
identifican como SLC1A3, SLC1A2, SLCAL, SLC1A6 y
SLC1A7[2].

Estarevision trata de describir de manera general las caracteristi-
cas estructurales y funcionales de los transportadores de glutama-
to, asi como su participacién en laepilepsiay € estrés oxidativo.

TRANSPORTADORES DE GLUTAMATO

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador del siste-
ma nervioso y podemos encontrarlo en concentraciones eleva-
dasen lasterminales nerviosas, asi como en bajas concentracio-
nes en el espacio extracelular (< 1 uM) [3,4]. El glutamato par-
ticipa en varios procesos fisiol6gicos de importancia, como €l
desarrollo de laplasticidad, lamemoriay el aprendizaje, asi co-
mo en varias patologias, entre las que se encuentran la epilep-
sia, laisquemia cerebral, el Parkinson y la esquizofrenia [5,6].
El glutamato se sintetiza en el citoplasmay se amacena en ve-
siculas mediante un sistema de captura dependiente de un gra-
diente electroquimico [7,8]. En condiciones normales se libera
por exocitosis hacia la hendidura sindptica, en donde se une a
los receptores de glutamato para originar €l potencia de accién
[9]. Lostransportadores de glutamato son |os encargados de ter-
minar la accién del glutamato y mantener |os niveles extracelu-
lares por debajo de |os nivel es que causan neurotoxicidad [10].
Las preparaciones con sinaptosomas se emplearon inicial-
mente para demostrar que €l sistema de captura del glutamato
depende de Na" [11]. Tanto las neuronas como las células de la
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gliapresentan sistemas de capturaparael a
glutamato y, por tanto, ambos tipos celu-
lares participan en su regulacién [12-14].
Este transporte de alta afinidad depende
deNa'y K*y no requiere de CI~[15].

Sitio a PKC

Caracteristicas estructurales de
los transportadores de glutamato

Los transportadores de glutamato deno-
minados GLAST1, GLT1y EAACLI fue-
ron clonados de manera simultanea pero
independiente por diferentes investiga-
dores [16-18]; sus contrapartes en €l hu-
mano son EAAT1 (GLAST1), EAAT2
(GLT1) y EAAT3 (EAAC]I) [12]. Otros
dos miembros de esta familia, EAAT4 y
EAATS, se identificaron de forma subsi-
guiente en el cerebelo de humanos y la
retina, respectivamente [19,20]. Asimis-
mo, la clonacién molecular ha permitido
descubrir dos transportadores de amino-
acidos neutros denominados ASCT1 y
ASCT2[21-23].

El tamafio promedio de los EAAT1 a
EAATS5 varia entre 523 y 573 aminoéaci-
dos y presentan entre un 50-60% de ho-
mologia a nivel de sus aminoéacidos [2].

Sitio de union a K*

NH, Selectividad a cationes inorganicos,

acoplamiento de Na‘ty
parte del sitio de unidn al sustrato

Los perfiles de hidrofobicidad han per-
mitido identificar de seis a ocho domi-
nios transmembranales en o-hélices en
la region aminoterminal y de una a dos
asas reentrantes [24]. Por su parte, lare-
gion carboxiloterminal presenta un do-
minio altamente conservado de cerca de
50 residuos y es hidrofébico [20,24]. Estudios de prediccion de
su estructura secundaria, asi como de |os productos de delecio-
nes en esta region, favorecen la idea de una organizacion de
cuatro hojas -cortas en lugar de dos a cuatro a-hélices [12,20,
25,26]. En este Ultimo modelo, la regiéon carboxiloterminal
interacciona con la membrana plasméticay tanto la region ami-
no como carboxilo selocalizan intracelularmente. Sin embargo,
los extensos estudios de la estructura de | os transportadores han
permitido generar hasta el momento varios model os diferentes
de su topologia (Fig. 1) [27-33]. Los transportadores EAAT1 a
EAATS5 tienen una segunda asa extracelular grande, poco con-
servada con uno a tres sitios de glucosilacion (N-X-S/T); ade-
mas, los transportadores EAAT1, EAAT2 y EAAT3 son protei-
nas glucosiladas [34-36]. A este respecto, los trabajos del grupo
de Gouauix han permitido dilucidar con mayor detalle la estruc-
tura general de los transportadores, gracias a la determinacion
de la estructura cristalina del transportador del procarionte
Pyrococcus horikoshii (Gltg,), que es el homdlogo del transpor-
tador de glutamato presente en eucariontes [37,38]. Sin embar-
go, este transportador presenta solo el 37% de homologia con el
transportador humano EAAT2 y hasta e momento existe muy
poca informacién funciona de éste. Los autores, en este traba-
jo, han considerado que la regién HP2 del transportador Gltg,
representa su compuerta externa y que dos iones de sodio son
transportados por cada aspartato [38].

Varios investigadores han dilucidado una estructura tridi-
mensional en formade piramide pentagonal, es decir, con cinco
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Figura 1. Estructura general de los transportadores de glutamato y agentes externos o internos que
pueden afectarlos: a) Modelo del grupo de Kanner [27,30-32]; b) Modelo del grupo de Amara [28,
29,33]. ¥: sitios de glucosilacion; 1, II: asas reeentrantes; AA: acido araquidonico; PKC: proteincinasa
C; PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas; ADNF: factor neurotréfico dependiente de la
actividad; bFGF: factor de crecimiento fibrobléstico basico; NGF: factor de crecimiento nervioso;
GTRAP: proteinas asociadas al transportador de glutamato.

subunidades para €l caso del transportador EAACL [39]. Sin
embargo, al estudiar con detalle la topologia del transportador
EAAT3 se ha observado una estructura trimérica (3 subunida-
des) que se conserva en la bacteriay el humano [37,40]. Ade-
mas, tiene un vestibul o central grande en la superficie extracelu-
lar y e centro del transportador esta conformado por regiones
del asa grande que se encuentran entre los dominios transmem-
brandles TM3 y TM4. La captura del glutamato no requiere
cambios conformacionales a gran escalay es independiente pa-
ra cada subunidad [40].

El grupo de Kanner ha demostrado que, en €l dominio trans-
membranal TM7, el residuo de Tyr 403 es importante para €l
acoplamiento del K* y se asocia con € sitio de unién a Na'y
con laestructuraresponsable de la selectividad de cationesinor-
ganicos. El residuo de Ser 440 que se localiza en la cara extra-
celular del asareentrante es responsable también de la selectivi-
dad, alos cationesinorgénicos, del mecanismo de acoplamiento
del Na"y es parte del sitio de unién al sustrato [41,42]. Con los
recientes trabgjos de la estructura de un transportador en proca-
riontes Gltp,, Kanner describe de manera esquemética el meca
nismo general del transporte de glutamato por Glt,,, donde en
su estado abierto la compuerta formada por la region HP2 per-
mite la interaccién de dos iones de Na“ por uno de aspartato y
favorece € estado denominado ocluido. La apertura de la com-
puerta interna permite la liberacion del Na* y aspartato al cito-
plasma, probablemente con la participacion de laregion HP1 del
transportador, como la de los dominios transmembranales TM7
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Figura 2. Cinética del transporte de glutamato (Glu). El ciclo completo comprende las etapas de traslocacion y reubicacién. El tiempo promedio de la
captura de glutamato es de 1 ms, y del ciclo completo, de 70 ms. En el recuadro se observa una corriente de CI~ evocada por el transporte de gluta-
mato y que esta corriente es mas larga para los transportadores EAAT4 y EAATS (33 CI™ por glutamato transportado) que para EAAT1, EAAT2 y EAAT3

(1 0 2 CI” por glutamato transportado) [12,20,54-56,59].

y TM8, mientras que la region HP2 permanece cerrada. Final-
mente, €l ciclo se completa con €l cierre de laregion HP1 para
permitir € estado denominado ocluido vacio, seguido de la aper-
turade lacompuerta HP2 [43]. Unamayor descripcién delaes-
tructura del transportador Glty, 0 de la farmacologia molecular
de los transportadores de glutamato se puede encontrar en las
revisiones de Beart et al [2] y Kanner [44], respectivamente.

Dependencia idnicay propiedades
del canal compuerta-ligando CI~
Con base en estudios relacionados con la estequiometria del
transporte de glutamato, de baja (Km > 500 uM) y alta afinidad
(Km = 1-100 pM) [45,46], se determind que el transporte de un
glutamato Ileva consigo el cotransporte de dos Na“y un inter-
cambio deun K™y un OH™[47,48]. Lostransportadores EAAT1
a EAATS5 pueden transportar L-glutamato y L-D-aspartato con
dta dfinidad. La estequiometria del transportador EAAT3 y
EAAT2 esdetresNa"y un H* cotransportado con un glutama-
to por un K* intercambiado [49,50]. Asimismo, varios estudios
han demostrado que los transportadores de glutamato no afec-
tan significativamente la caida del curso temporal de las co-
rrientes excitadoras postsinapticas debido ala rapida desensibi-
lizacion de los receptores no NMDA [51].
El ciclo completo del transporte de glutamato por los trans-
portadores involucra varias etapas:
— Un paso de traslocacidn, en €l cual la proteina vacia se car-
gacon tresiones Na" y el glutamato/H* para pasar la mem-
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brana plasméticay liberarlos en €l interior de la célula; este
paso se caracteriza por corrientes evocadas por glutamato,
altamente dependientes del voltaje. Por ese motivo también
se denomina ‘ paso de traslocacién de carga .

— El segundo paso es el de la reubicacion del transportador,
donde el K* se une alaproteinaen el interior de lacélulay
lo liberad exterior para nuevamente tener ala proteinalista
paralacapturade Na" y glutamato/H* (Fig. 2) [48,52].

Si e ciclo completo no se realiza debido a que no puede entrar
al paso de reubicacion, el transportador se unirdaNa' y gluta-
mato nuevamente en €l interior de la célulay los traslocara en
direccion inversa para comportarse como un intercambiador
[53]. La constante de tiempo de un ciclo completo del transpor-
te de glutamato es de aproximadamente 70 ms; sin embargo, la
unioén del glutamato a transportador es sumamente rdpida y
contribuye a su eliminacion en la hendidura sindptica [54,55].
En un trabajo més reciente se ha encontrado que los transporta-
dores toman el glutamato del espacio extrasingptico en 1 msy
que lalocalizacion espacia de los transportadores relativo al si-
tio de liberacién del glutamato no afecta el curso temporal del
tiempo de transporte [56].

Por su parte, €l transportador EAAT4 presenta una conduc-
tancia de Cl~ intrinseca que es mediada por glutamato, propie-
dad compartida por otros transportadores de glutamato, como el
EAAT1 a EEAT3 [57,58]. El transporte de glutamato por €
transportador EAATS5 es independiente de CI~, mientras que la
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entrada de CI~ se relaciona con pasos particulares del ciclo de
transporte del glutamato [54,59,60]. En este sentido, los trans-
portadores EAAT4 (cerebelo) y EAATS5 (retina) se caracterizan
por presentar una conductancia larga de Cl~ (33 Cl/glutamato
transportado) [20,61,62] cuando se comparan con |os transpor-
tadores EAAT1, EAAT2 y EAAT3 (1 o 2 Cl/glutamato trans-
portado) [12,54,59], de manera que tanto EAAT4 como EAATS
funcionan como proteinas bifuncionales porque pueden actuar
como transportadores, asi como canales idnicos. La activacion
de este canal a Cl™ se asocia con € paso de traslocacion del ci-
clo de transporte, pero ambas actividades se comportan de ma-
nera distinta conformacionalmente y son procesos fisicamente
separados [6]. Hace poco se ha demostrado con diversas meto-
dologias que las tres subunidades que conforman el transporta-
dor de glutamato funcionan independientemente en mediar la
captura de glutamato como | as corrientes anionicas, tanto a con-
centraciones altas como bajas del sustrato, asi como la presen-
cia de un canal-compuerta en cada subunidad que se activa por
launién del glutamato [63,64]. El papel de esta conductanciaa
Cl~ es contrarrestar la despolarizacion que se presenta durante
g transporte del sustrato [57]. Los aminoéacidos relacionados
con launién o capturade Na*, K*, glutamato y CI~ se localizan
en la region carboxiloterminal del modelo de seis dominios
transmembranales y se conservan en todos los transportadores
de glutamato [29,30,32,33]. Sin embargo, diversos estudios han
encontrado que un grupo de aminoacidos del dominio trans-
membranal TM2 afecta la conductancia aniénicay se localiza
cerca del sitio de union a glutamato. Asimismo, los dominios
transmembranales TM7 y TM8 tienen aminoécidos implicados
en lalocalizacion del acoplamiento al cation y muy cercanos al
sitio de union del glutamato que influyen en la conductancia
anionica, 1o que sugiere que estas regiones podrian formar lavia
de entrada del transportador y ser compartidas por €l glutamato,
el acoplamiento a cationesy losiones de Cl~ [64-67].

Localizacion celular y distribucién
de los transportadores de glutamato

Los transportadores EAAT1 y EAAT2 se expresan de manera
particular en € cerebro [17,18,68], mientras que EAAT3, EAAT4
y EAATS5 se expresan tanto en el cerebro como en otros 6rganos
[16,19,20,68]. La proteina EAAT1 abunda en la capa molecular
de la corteza cerebelar [69-71], mientras que su expresion de
ARNmM es pequefia en el hipocampo y la corteza cerebral [72].
Losniveles delaproteina EAAT2 son atos en regiones cerebra-
les como |a corteza cerebral, €l hipocampo, €l septo lateral, €l
tédlamo, €l estriado, el nicleo accumbensy el cerebelo. En estas
mismas regiones, EAAT1y EAAT2 selocalizan primariamente
en lamembrana plasmética de astrocitos y gliade Bergman (ce-
rebelo) [69,70,73-75]. La proteina EAAT2 también se localiza
en lavecindad de |os cuerpos celulares de los astrocitos del giro
tempora medio de humanos [76] y se expresa en subgrupos de
neuronas del hipocampo y la corteza [73,75], mientras que la
proteina EAAT 1 también se halocalizado en las células ependi-
marias que revisten la cavidad de los ventriculos. Ademas, el
transportador GLT1 (EAAT2), que se localiza en los procesos
delosastrocitosy no en el soma, es el que hace contacto con la
sinapsis neuronal, por lo que se considera de sumaimportancia
para e mantenimiento de |os niveles de glutamato en la hendi-
dura singptica. De los transportadores de glutamato gliaes, el
GLT1 participa con mas del 90% de la actividad del transporte
total del glutamato en el cerebro [77,78]. Existe evidencia di-

recta de conglomerados o agrupamientos de proteinas GLT1 en
estos procesos astrociticos, que modulan la actividad del propio
transportador y que son capaces de movilizarse a través de pro-
cesos deinternalizacion einsercion paraunarapidatrasiocacion
a sitio sinaptico neurona-astrocito; este mecanismo dinamico
seria de sumaimportancia para el mantenimiento de los niveles
de glutamato locales en las sinapsis [79]. Aproximadamente el
80% del transportador EAAT 2 se expresa en lamembrana plas-
matica de la célula, mientras que aproximadamente €l 70% de
EAAT3 selocaizaen el citoplasma[80]. Los microdominios i-
pidicos ricos en colesterol se han asociado con el transportador
EAAT2y en particular se ha encontrado que los agrupamientos
de EAAT2 (GLT1) probablemente se ven influidos por una via
dependiente de dinamina y clatrina, mientras que EAAT3 po-
driainteractuar con la caveolina 1/2 [81-83].

Los transportadores EAAT3 y EAAT4 se encuentran sola-
mente en neuronas [13,17,34,35,75,84-87]. En particular, € trans-
portador EAAT3 se localiza tanto en neuronas glutamatérgicas
(células granulares del giro dentado y células piramidales del
hipocampo y la corteza cerebral) como en neuronas gabérgicas
(células de Purkinje en €l cerebelo y neuronas espinosas medias
del estriado). La proteina EAAT3 se ha observado en la mem-
brana plasmética de somas y dendritas de estas neuronas [88] y
en los axones terminales de las células de Purkinje de los nd-
cleos profundos cerebelares [34,35]. EAAT4 se restringe a la
membrana plasmédtica y espinas dendriticas de las células de
Purkinje en el cerebelo [35,85,86]. La proteina EAAT4 exhibe
una comparti mentaci 6n parasagital que es perpendicular alaca-
pade células de Purkinje del cerebelo [86]. Tanto EAAT3 como
EAAT4 se localizan predominantemente fuera de las sinapsis,
en la membrana perisinaptica y en las regiones espinosas que
hacen contacto con las células gliales; ademas, en agunas si-
napsis pueden influir en €l curso temporal de los eventos sinap-
ticos [89].

En las céulas de Purkinje, los transportadores neuronales
EAAT3y EAAT4 participan en las siguientes funciones:

— La captura de glutamato y, por tanto, la disminucion de la
concentracion extracelular local de este aminoécido exci-
tador.

— Estafuncion produce una corriente entrante de Cl~ que favo-
rece la hiperpolarizacion local, de manera que previene la
excitacion excesiva producida por el glutamato extracelular.

— Laacumulacién del glutamato en las células provee de sus-
trato parala sintesis de GABA [35].

En este sentido, los transportadores de glutamato se encuentran
estratégi camente distribuidos para controlar los niveles extrace-
lulares de glutamato en €l cerebro. El transportador EAATS se
halla de manera restringida en las neuronas de la retina[20].
Veruki et al [90] han demostrado, con la técnica de registro
simultaneo en pares de células conectadas sinpticamente de la
retina, un papel importante de los transportadores de glutamato
localizados en la terminal presindptica, ya que la captura del
glutamato por €l transportador genera una conductancia aniéni-
caque hiperpolarizala membranay favorece lainhibicién dela
liberacion del neurotransmisor y, por tanto, de latransmision si-
naptica en estas células. Ademas, se piensa que los transporta-
dores presinapticos podrian funcionar como sensores de lalibe-
racion local de glutamato, asi como distal por difusion o fuga
del glutamato de las terminales vecinas [91]. La presencia de
transportadores de glutamato en la terminal presinaptica en €
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SNC plantealaidea de un posible mecanismo similar de regula-
cion delaliberacion del neurotransmisor.

Una pregunta interesante es si |os transportadores de gluta-
mato de las células gliales y las neuronas presentan funciones
diferentes. A este respecto, se sabe que las neuronas tienen una
concentracion intracelular de glutamato de aproximadamente
10 mM y que la concentracion extracelular de glutamato es de
aproximadamente 1 uM, con lo cual se produce un gradiente de
glutamato através de lamembrana que es consistente con la ca-
pacidad de capturay acumulacién de los transportadores de glu-
tamato de alta afinidad. En condiciones normales, estos trans-
portadores se encuentran en equilibrio y tienen poca capacidad
para capturar el glutamato. Sin embargo, en las células gliales,
el glutamato es capturado de forma continua y répidamente
convertido a glutamina por la glutamina sintetasa de la glia, de
tal manera que la concentracion de glutamato intracelular en la
célulaglia esde aproximadamente 50 uM, lo que favorece que
se mantengan transportando glutamato a interior de las células
gliales [53]. Ademés, numerosas evidencias sugieren, con res-
pecto a la degradacién del glutamato a glutamina, un papel in-
teractivo entre los transportadores gliales de glutamato y el me-
tabolismo intermediario que tiene relevanciafisioldgicay pato-
16gica[92,93].

Con base en |o anterior, es importante considerar € tipo de
transportador de glutamato, su localizacion regiona y celular,
en el momento de interpretar los resultados bajo diferentes con-
diciones experimentales; por gjemplo, una reduccion en los ni-
veles de expresion del transportador EAAC1 en terminales ga-
bérgicas reducirialos niveles de GABA debido aladisminucion
del transporte de glutamato en la terminal que se toma como
precursor del propio GABA y ocasionar crisis[14].

Regulacién dela actividad de
los transportadores de glutamato

La actividad funciona de los transportadores de glutamato se
ve afectada por su expresion, localizacion y fosforilacion [94].
En varios estudios se ha demostrado que |os transportadores de
glutamato se regulan através de proteincinasas, fosfatasas, fac-
tores de crecimiento y segundos mensgjeros [95-97]. Las se-
cuencias primarias de estos transportadores contienen varios
sitios consenso de fosforilacidn para la proteincinasa A (PKA)
y laproteincinasa C (PKC) [24,98]. Por ejemplo, un sitio con-
servado de fosforilacion para PKC selocalizaen laprimeraasa
extracelular de EAAT1 a EAATS, asi como un sitio para PKA
antes del dominio largo hidrofébico conservado de EAAT1 a
EAAT4 [20].

Lorter et a [94] han encontrado, en cultivos primarios de
neuronas, que el transporte de ata afinidad de glutamato puede
ser regulado por los procesos de fosforilacion de PKA o PKC. La
fosforilacion por PKC activael transportador EAAT3y EAAT?2,
peroinhibe el transportador EAAT1. ASmismo, EAAT1y EAAT2
pueden ser regulados de manera creciente a nivel transcripcio-
nal por factores solubles neuronales que incluyen €l propio glu-
tamato (probablemente actuando en sus receptores a kainato) y
el dibutiril cAMP. Larelevanciafisiol6gica de este patron com-
plejo de regulacion acortoy largo plazo del transporte de gluta-
mato permanece aln por definir [1].

El factor de crecimiento derivado de plaquetas (platel et-
derived growth factor, PDGF) incrementa la expresion en la su-
perficie celular del transportador EAAC1, mientras que € se-
gundo mensgjero acido araquiddnico activa una conductancia se-
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lectiva de protones en el transportador EAAT4 [99,100]. Otros
factores de crecimiento que aumentan el transporte de glutama-
to son el factor neurotréfico dependiente de la actividad (acti-
vity-dependent neurotrophic factor, ADNF), € factor de creci-
miento fibrobl &stico basi co (basic fibroblast growth factor, bFGF)
y €l factor de crecimiento nervioso (nerve growth factor, NGF)
[101]. Otro mecanismo que puede regular la expresion de los
transportadores de glutamato gliales es el marco de lectura al-
ternativo de sus transcritos. A este respecto se han identificado
diversas variantes de lectura del transportador EAAT2 que
muestran patrones de expresion distintos dependiendo del tipo
detejido y especie, pero sin diferencias funcionales hasta el mo-
mento [102-104]. También se han identificado variantes de lec-
turapara EAAT1y EAAT3[105-107].

Varios trabajos han demostrado la existencia de proteinas
que interacttan con los diferentes transportadores de glutamato
y ateran su nivel de expresion, localizacion o agrupamiento en
la membrana, 1o que podria afectar la transmision sinaptica.
Entre estas proteinas encontramos a GTRAP3-18 (glutamate
transporter associated protein), que se une a EAACL (EAAT3)
y disminuye la afinidad por su sustrato [108]; GTRAPA41 y
GTRAP48 interacttian con el dominio carboxiloterminal intra-
celular de EAAT4 y modulan la actividad del transporte [109],
mientras que el transportador EAATS presenta una secuencia a
lacual se puede unir la proteina de densidad 95 [20].

TRANSPORTADORES DE GLUTAMATOY EPILEPSIA

El glutamato y los trastornos en su transporte pueden relacio-
narse con €l inicio y la progresion de varias enfermedades neu-
rodegenerativas como la esclerosis lateral amiotréfica[110], las
enfermedades de Alzheimer, Huntington y Parkinson [111-113],
asi como la epilepsia [114]. En la epilepsia, e glutamato des-
empefia un papel importante en la iniciacion, propagacién y
mantenimiento de las crisis [114-118].

El mal funcionamiento de los transportadores de glutamato
produce una elevacion en los niveles de éste, 1o suficiente para
inducir la actividad de crisis (Tabla) [119]. Este mal funciona-
miento incrementa |os niveles del neurotransmisor y permite la
sobreestimulaciéon de los receptores ionotrépicos postsinépti-
cos, lo que favorece la hiperexcitabilidad y excitotoxicidad de
las neuronas [120].

Asi como los transportadores participan en el mantenimien-
to delos niveles de glutamato extracel ular, también podrian de-
sempefiar un papel clave en el curso temporal de latransmision
sindptica en ciertos tipos de sinapsis especializadas [2,121]. El
transportador neuronal en la membrana postsinaptica contribu-
ye a decline de la fase excitadora del potencia postsinaptico
[122]. Asimismo, |os transportadores |ocalizados en | os astroci-
tosGLT1y GLAST restringen la activacion del receptor de glu-
tamato metabotropico 1 en las sinapsis excitadoras, que a su vez
actlan sobre las interneuronas del estrato lacunoso-molecular
del hipocampo [123]. Estas ateraciones funcionales de los trans-
portadores pueden en todo caso afectar la modulacion de la ex-
citabilidad de las interneuronas de esta regién y contribuir ala
actividad neuronal anormal observada en diferentes estados pa-
tol6gicos [123]. A este respecto, se ha encontrado también en la
region del cerebelo que los transportadores de glutamato gliales
participan de una manera importante en la inhibicién singptica
sobrelas neuronas de Purkinje, limitando lafugade glutamato y
el grado de activacion de los receptores de glutamato tipo N-
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Tabla. Cambios en la expresion de los transportadores de glutamato en diferentes modelos de epilepsia.

Modelos genéticos

Ratas genéticamente propensas a la epilepsia GLT1 ARNm N Hipocampo, corteza cerebral, estriado,
coliculo inferior [98]
GAERS GLT1 ARNm T Talamo, nucleos subtalamicos
GLAST ARNm T Corteza somatosensorial primaria,
corteza temporal [62]
GLT1, GLAST, EAAC1 proteina N Talamo-corteza (30 dias de edad) [100]
Modelos adquiridos
Kindling GLT1 ARNm Estriado [107]
Acido kainico GLAST ARNm Hipocampo [108]
EAAT3 ARNm Hipocampo [110]

EAAT3 proteina

EAAT2 ARNm

Hipocampo

EAAT2 proteina

FeCl; GLAST ARNm Hipocampo [111]
60 min GLT1 ARNm
EAAC1 ARNmM
24 h GLAST ARNm Hipocampo
GLT1 ARNm
EAAC1 ARNm
Litio-pilocarpina EAAC1 ARNmM Hipocampo [113]

Estado epiléptico GLAST proteina

Hipocampo [114]

EAAC1 proteina

Corteza entorrinal

Pacientes con epilepsia del l[6bulo temporal EAAT1 ARNm

Hipocampo [66,115,116]

EAATL1 proteina

EAAT2 ARNm

EAAT2 proteina

EAAT3 proteina

Variantes de lectura aberrantes de EAAT 2

Neocorteza, hipocampo [151]

EAAT1 proteina

Hipocampo [170]

EAAT2 proteina

I T S e B e B e I e I e N B T e N I B L B e e S N

metil D-aspartato (NMDA) presinépticos expresados en |as ter-
minales gabérgicas, es decir, estos transportadores regulan lali-
beracion de GABA sobre las neuronas de Purkinje [124].

Model os genéticos de epilepsia

y transportadores de glutamato

Akbar et a [125] han demostrado en ratas genéticamente pro-
pensas alaepilepsiaque los nivelesde ARNm paraGLT1 se en-
cuentran reducidos en laregién CA; del hipocampo, en la corte-
zacerebral, en el estriado y, mas notoriamente, en el coliculoin-
ferior. Por su parte, e transportador EAAC1 (EAAT3 en huma-
nos) se encuentrareducido en el estriado, pero no se hallaron di-
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ferencias en los niveles de expresién de la proteina GLT1 o
EAACL. En & modelo de ratones knock-out para EAAT2 se en-
contré un aumento en los niveles extracelulares de glutamato y
crisis epilépticas espontaneas letales [ 126].

En un modelo animal semejante a la epilepsia de ausencia
en humanos se ha encontrado, por técnicas de hibridacion in si-
tu paraGLT1y GLAST, unincremento en el ARNm para GLT1
en el tdlamo y los niicleos subtal&micos, asi como un incremen-
to de ARNm de GLAST en la corteza somatosensorial primaria
y temporal, o que reflgjaria unaregulacion ala alta de la prote-
inay posiblemente un mecanismo de control parareducir los ni-
veles de glutamato en la corteza hiperexcitada o €l tdlamo, in-
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crementando larecapturadel glutamato [72]. En este mismo mo-
delo de animales se han encontrado, 40 dias después del naci-
miento, descargas epilépticas que se relacionan con €l circuito
talamocortical; sin embargo, las ateraciones en la expresion de
los transportadores de glutamato se presentan a los 30 dias de
edad. En esta etapa se da una disminucién de las proteinas
GLT1, GLAST y EAACL. Este deterioro en la maduracion de
los componentes neuronales y gliales del circuito glutamatérgi-
co talamocortical podriacontribuir a establecimiento delascri-
sis epileptiformes en este circuito [127].

Se ha sugerido que, en condiciones patol 6gicas como lais-
gquemiay la epilepsia, la neurotoxicidad generada por el gluta-
mato se propaga debido a una deficiencia del transportador o al
transporte inverso del propio glutamato [128-132]. A este res-
pecto, Rothstein et al [110] han demostrado, con el uso de oli-
gonucléotidos antisentido para inhibir la sintesis de algunos
transportadores, que la reduccion de GLAST o GLT1 (EAAT1
y EAAT2, respectivamente) incrementa los niveles extracelula-
res de glutamato y produce neurodegeneracion, asi como par&
lisis progresiva. En €l caso de EAACL (EAATS3), solo produce
actividad de crisis.

Modelos adquiridos de epilepsia

y transportadores de glutamato

El kindling es un modelo de epilepsia parcial compleja donde la
estimulacion eléctrica de una via cerebral induce un estado de
hiperexcitabilidad permanente [133]. En este modelo, Akbar et
a [134] han encontrado que los niveles de ARNm y proteinas
GLT1y GLAST no se ven afectadas, sdlo se observa un incre-
mento del ARNm paraGLT1 en € estriado de los animales con
kindling.

En ratas con crisis limbicas recurrentes inducidas con &cido
kainico, se ha observado un aumento en la expresion del ARNm
para GLAST en células no neuronales del hipocampo (CA; e
hilus del giro dentado). Esta sobreexpresion de GLAST puede
deberse al incremento extracelular de glutamato [135]. En este
punto, los trabajos de Duan et al [136] han encontrado en culti-
vos primarios de astrocitos de ratén que el glutamato produce
un incremento rapido dosisdependiente de la captura de gluta-
mato que se asocia con un incremento en la expresion en la su-
perficie celular de GLAST. En este mismo modelo de induccion
de crisis por &cido kainico, otro estudio demostré que €l kainato
reduce los nivelesde ARNm y proteina de EAAT3 (EAACL ho-
malogo) en el hipocampo pocas horas después del inicio de las
crisis[137]. Por su parte, laexpresion de EAAT2 (GLT1 homo-
logo) se incrementa en la misma region. La regulacion diferen-
cia de EAAT3y EAAT2 en este trabajo puede tener implicacio-
nes significativas en laregulacion de la excitabilidad en €l hipo-
campo.

En ratas alas que se les inyectd FeCl; en el cuerpo amigda
loide, se demostrd un incremento de los ARNm para GLAST,
GLT1y EAAC1 60 minutos después de las crisis epileptiformes
y, posteriormente, una disminucion en el hipocampo bilateral y
lacorteza, 24 horas después. Estaregulacion alabajaen lafase
aguda causaria un aumento en la concentracién extracelular de
glutamato que produce la excitabilidad y la propagacion a otras
regiones [138]. En este mismo modelo, los autores encuentran
unadisminucién de la proteina GLAST (30%) y un incremento
de EAACIL con € tratamiento del antiepiléptico zonisamida. Es-
te incremento favoreceria la acumulacion de glutamato precur-
sor de GABA en lasterminales gabérgicas [139]. A este respec-
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to, también se ha encontrado que la aplicacion cronicadel leve-
tiracetam —un potente antiepiléptico, que actta probablemente
reduciendo las corrientes de Ca?* tipo N activadas por alto vol-
taje— en este model o incrementa la expresion de las proteinas de
los transportadores de glutamato GLAST y de GABA GLT1,
permitiendo una supresion de la excitacion glutamatérgicay un
aumento de lainhibicién mediada por GABA [140].

En ratas alas cuaes se les indujo actividad epileptiforme a
temprana edad con la administracion de litio-pilocarpina se les
encontraron cambios de larga duracién en la expresion del
transportador EAACL (incremento de los niveles de ARNm) en
las células granulares del giro dentado del hipocampo [141].
Aungue este efecto puede aumentar lainhibicion de las células
piramidales excitadoras de CA; y ayudar aprevenir lascrisises-
pontaneas en este modelo, no se descarta la posibilidad de que
este aumento en el transportador facilite lainhibicién de lasin-
terneuronas inhibidoras e incremente la excitabilidad de la re-
gion de CA;, lo que contribuye a aumentar la susceptibilidad de
estas mismas ratas alas crisis inducidas por un segundo convul -
sionante (écido kainico) tres meses después [141].

Un trabajo sobre el curso tempora de la expresion de las
proteinas de los transportadores de glutamato en el hipocampo
en el modelo de crisis espontaneas presentes después de la in-
duccién eléctrica del estado epiléptico [142], demostrd un pa-
tron dindmico de expresion, en el cual se presenta una regula-
cion transitoriaalabajade GLAST perono de GLT1 en lama-
yoria de las regiones del hipocampo, asi como |la presencia de
una banda de inmunorreactividad a GLAST y GLT1 en la capa
interna molecular, donde se aprecia una gran cantidad de astro-
citos reactivos. Ademas, se hall6 un incremento de EAACL en
laregion de CA 3y lacapade células granulares del giro den-
tado que sobreviven al estado epiléptico y una regulacion ala
baja de la expresion de esta proteina en la capa molecul ar inter-
na, regidn donde se da la formacién de nuevas fibras musgosas.
En la corteza entorrinal (capa l11) se observd una disminucion
de EAACI1 debido probablemente a la pérdida neuronal en esta
region. Los autores sugieren que la regién del giro dentado es
més propensa a las crisis cuando se da una regulacion alabgja
de EAACL1 en lacapamolecular internay cuando lareorganiza-
cion sindptica empieza a ocurrir [142]. Finamente, se ha de-
mostrado que durante la privacion energética, la capturade glu-
tamato por los transportadores disminuye, hecho que sugiere
que el déficit energético crénico afectaa transporte de glutama-
to para dar paso a la sobreestimulacion de los receptores a glu-
tamato, de la cua se ha hablado anteriormente y que esta pre-
sente en varias enfermedades neurodegenerativas [143].

En relacion a conocimiento sobre la patofisiologia de las
crisis epileptiformes que se presentan durante el desarrollo del
cerebro y los transportadores de glutamato, se cuenta con va-
rios estudios en los que, después de lainduccion del estado epi-
Iéptico al dia posnatal 10, se presenta una regulacién a la ata
del transportador EAAC1 ocurrida en la etapa adulta, como un
posible fendmeno de compensacion ala presenciade lascrisis.
Asimismo, se ha encontrado que el bloqueador a transporte de
glutamato DL -treo-f3-benziloxiaspartato (TBOA) al dia posna-
tal 5 —cuando los transportadores de glutamato estan presentes
en la neocorteza, pero los receptores de glutamato no se han
desarrollado— genera actividad sincrénicalentamediada por los
receptores de glutamato tipo NMDA. Los autores sugieren que
los transportadores son importantes para regular la excitabili-
dad durante el desarrollo de la neocorteza, ya que sin este con-
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trol la hiperexcitabilidad generada podria llevar a la presencia
de crisis epileptiformes [144,145]. A este respecto, se ha encon-
trado que la inhibicidn del transporte de glutamato por TBOA
en ratas al diaposnatal 5 a7 produce un patron de rafagas paro-
xisticas recurrentes alternado con periodos de silencio y ausen-
cia de actividad de fondo normal, que podrian deberse a una
modulacién ciclica de los niveles de glutamato en el espacio
extracelular producido por un patrén periédico de liberacién de
glutamato de las célul as corticales desenmascarado tras lainhi-
bicion de los transportadores de glutamato [146]. Este tipo de
patrén se ha hallado en |as encefal opatias epilépticas de inicio
temprano, lo que sugiere que € transporte deficiente del gluta-
mato a temprana edad podria ser un factor clave en €l inicio de
laepilepsia[147,148].

Epilepsia humana y transportadores de glutamato

En varios estudios con pacientes epil épticos del |6bulo temporal
se han encontrado cambios en los transportadores EAAT1 (dis-
minucién de los niveles de ARNm y proteina), EAAT2 (reduc-
cién de ARNm y proteina) y EAAT3 (aumento de proteina) en
laregion del hipocampo. En los dos primeros casos, |a pérdida
neuronal en esaregidn puede contribuir ala disminucion encon-
trada o también se puede considerar como un mecanismo pro-
tector s tomamos en cuenta que €l transporte inverso de estos
transportadores liberaria més glutamato. Con respecto a au-
mento de EAATS3, podria deberse a un mecanismo compensa
dor por laalta concentracion de glutamato durante las crisis [ 76,
149,150]. Con referencia a las implicaciones de las diferentes
variantes del marco de lectura de los transportadores, Hoogland
et a [151] han detectado una frecuencia elevada de variantes al -
teradas del transportador EAAT2 en el cerebro de pacientes con

epilepsia

TRANSPORTADORES DE
GLUTAMATOY ESTRES OXIDATIVO

Las especies reactivas de oxigeno son moléculas atamente re-
activas con un electron sin aparear en la rbita exterior. Se gene-
ran através de reacciones bioguimicas de oxidorreduccion que
ocurren como parte normal del metabolismo celular, por expo-
sicion a factores ambientales o contaminantes y radiaciones .
Las especies reactivas de oxigeno forman parte de reacciones en
cadena que sdlo pueden terminarse por neutralizacion, através de
mecanismos enziméticos o a recombinarse entre si [152]. Las
principales especies reactivas incluyen al anidn superdxido (O,),
d radical hidroxilo (OH"), a radical peroxinitrito (NOOO") y a
perdxido de hidrogeno (H,0,). Lavida media de estas moléculas
varia de unos cuantos nanosegundos en |os compuestos mas re-
activos hasta segundos y horas en los radicales més estables
[150]. Debido a su corta vida es dificil medirlosin vivo. Lami-
tocondria es uno de | os principales organel os productores de ra-
dicales libres intracelulares. Estos son necesarios para la sinte-
sisde ATP apartir de ADPy se producen durante el proceso de
reduccion de O, aH,0O durante la respiracion [153].

Las neuronas y las células gliales son ricas en mitocondrias
debido a sus atos requerimientos metabdlicos, 1o que las hace
propensas a producir mayores cantidades de radicales libres co-
mo derivados de la cadena respiratoria mitocondrial [152]. El
cerebro es absolutamente dependiente del metabolismo oxidati-
VO parasu supervivenciay particularmente sensible a dafio oxi-
dativo debido a su ato nivel de consumo de oxigenoy su eleva-

do contenido de hierro, lipidos, catecolaminas y aminoécidos
excitadores, los cuales pueden mediar el estrés oxidativo [154].
Ademés, posee una baja concentracién de antioxidantes endé-
genos, como las vitaminas E'y C [154,155].

Se ha descrito que €l estrés oxidativo mitocondrial desem-
pefia un papel importante dentro de numerosos trastornos neu-
rolégicos cronicos y agudos [154,156]. Aunque su papel en la
epilepsia no se halogrado esclarecer, diversos estudios han de-
mostrado que el estrés oxidativo y la disfuncién mitocondria se
presentan como resultado de crisis epilépticas prolongadas y
contribuyen de forma significativa a dafio cerebral inducido
por lascrisis[157,158]. Liang et a [159] demostraron que el es-
trés oxidativo mitocondrial y lasusceptibilidad alascrisisen ra-
tones knock-out Sod*/~ se presentaal tiempo que se observauna
disminucion en la expresién de los transportadores GLT1 y
GLAST. Asimismo, la disminucién de la expresion de GLT1
y GLAST se ha observado en la corteza cerebral de ratas con
crisis de ausencia genética [160], asi como en e hipocampo de
ratones con epilepsia [161]. El mecanismo mediante €l cual el
estrés oxidativo mitocondrial disminuye la expresion de los
transportadores de glutamato puede ser el aumento en la pro-
duccién de O,, que oxida los transportadores astrogliales [162].
Estos resultados apoyan la hipotesis de que € estrés oxidativo
es el primer factor que dispara varios eventos, como la oxida-
cién de los transportadores de glutamato, que desembocan en
crisis epilépticas [159].

Los transportadores de glutamato son vulnerables a la ac-
cion de oxidantes biolGgicos y, en consecuencia, presentan una
disminucion en su funcién de captura del glutamato [157]. Las
especies reactivas de oxigeno se oponen a la eliminacion del
glutamato del espacio extracelular inhibiendo varias isoformas
de los transportadores; ademés, estainhibicidn genera un circu-
lo vicioso que contribuye al aumento del glutamato extracelular
hasta sus niveles neurotdxicos [53].

Existe evidencia de que los residuos de cisteina localizados
en laestructura de a menos tres subtipos de transportadores son
sensibles a las reacciones redox, por 1o que se ha descrito una
relacion entre el dafio oxidativo en el cerebro, la excitotoxicidad
y el desarrollo de esclerosis lateral amiotréfica[157]. Se haco-
municado que laoxidacion de los grupos tiolesinduce unaunion
covalente en las moléculas de | os transportadores, [0 que provo-
calaformacién de oligbmeros, que se relacionan con la inhibi-
cién oxidativa de los transportadores, la muerte neuronal y el
desarrollo de la esclerosis lateral amiotréfica[162-164].

L os transportadores de glutamato poseen un sensor redox y
experimentan cambios funcionales en respuesta a la oxidacion
o reduccién de sulfhidrilos reactivos presentes en su estructura,
como es el caso delaoxidacion tiol (SH™) y lareduccién disul-
furo, que pueden reducir o incrementar su capacidad de cap-
tura, respectivamente [165-168]. A este respecto, en el modelo
de epilepsia inducida por la administracion en la amigdala de
FeCl;, se encontr6 una disminucion de los transportadores
GLT1y GLAST, asi como una disminucién de la capacidad an-
tioxidante en el hipocampo de estos animales, 1o que favorece
un estado oxidado y el deterioro de la funcion de los transpor-
tadores [169].

CONCLUSIONES

Los transportadores de glutamato son proteinas fundamentales
pararegular los niveles de este neurotransmisor en la hendidura
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singpticay para el buen funcionamiento de las sinapsis quimi-
cas del SNC. Alguna ateracion en la estructura, dependencia
ionica o propiedad del canal compuerta-ligando CI~ del propio
transportador por agentes internos o externos podria desencade-
nar su mal funcionamiento y favorecer el desarrollo de diversas
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enfermedades neurolégicas, como la epilepsia. Estudios deta-
Ilados de la estructura, funcién y participacién de los transpor-
tadores de glutamato en algunas de estas enfermedades neurol 6-
gicas podrian ayudar en el futuro aencontrar nuevas aternativas
terapéuticas a estas af ecciones neurol dgicas.
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STRUCTURAL AND FUNCTIONAL CHARACTERISTICS OF GLUTAMATE TRANSPORTERS
HOWTHEY ARE RELATED TO EPILEPSY AND OXIDATIVE STRESS

Summary. Aims. The article highlights the general structural characteristics, functional properties and distribution of
glutamate transporters, as well as the role they play in epilepsy and oxidative stress. Development. Transporters of amino
acids such as glutamate are considered to be proteins that are extremely important in the central nervous system because they
participate in the capture of the neurotransmitter following its release in the synaptic cleft, thus putting an end to its effect and
limiting glutamate-mediated excitability. These proteins belong to the family of Na*/K* dependent transporters. A growing
body of evidence has been gathered to show that these transporters are involved in several neuronal disorders, such as
epilepsy and cerebral ischaemia. In this regard, it is considered that some defect in the structure of the transporters could
affect their functioning and, therefore, favour the hyperexcitability produced by glutamate; this in turn would lead to the
pathological disorders that are found in epilepsy. Conclusions. A detailed study of the structure and functioning of these
transporters, as well as the role they play in the more common neurological diseases, such as epilepsy, would afford us a
clearer view of new therapeutic alternatives with which to fight this kind of neuronal disorder in the future. [REV NEUROL

2007; 45: 341-52]
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