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RESUMEN 
  

El glutamato (Glu), es el principal neurotransmisor excitador del Sistema Nervioso 

Central que durante el desarrollo embrionario funciona como quimiotáctico para la 

migración de neuronas granulares a través de las células Gliales de Bergmann 

(BGC). En el presente estudio realizado en cultivos primarios de Células gliales de 

Bergmann, utilizando ensayos de inmunoprecipitación acoplados a 

inmunodetección en fase sólida, se muestra que Glu induce la fosforilación de 

paxilina en residuos de tirosina y de la misma a la subunidad GluR4 de los 

receptores AMPA. Adicionalmente,  induce la asociación entre Paxilina-GluR4 de 

los receptores AMPA y es dependiente del tiempo y de la dosis del Glu en el 

medio. Además, los resultados de la caracterización farmacológica sugieren que 

esta interacción es mediada por los receptores, y de manera adicional observamos 

que este evento es dependiente de Src. Vimentina, que es una proteína 

perteneciente al grupo III de los filamentos intermedios, observamos de manera 

interesante que interactúa con la subunidad GluR4 y esta interacción es 

dependiente del tiempo. Estos resultados sugieren que Glu está regulando 

procesos fisiológicos importantes tales como contactos focales,  y posteriormente 

migración celular, que involucra eventos como la reorganización de los diferentes 

componentes del citoesqueleto como actina a través del reclutamiento de la 

proteína adaptadora paxilina y vimentina a la subunidad GluR4 de los receptores 

AMPA en Células Gliales de Bergmann. 
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ABSTRACT 
 

Glutamate (Glu) is the major excitatory neurotransmitter of Central Nervous 

System that during embryonic development is a quimiotactic factor for migration of 

granulars neurons through Bergmann Glial Cells (BGC). In this study  using in 

primary cultures of Bergmann Glia, employing immunoprecipitation  assays 

coupled to western blot, we demostrated that paxillin and GluR4 subunit of AMPA 

receptors were tyrosine phosphorylated as a result of stimulation with Glu. In 

addition, Glu caused association between Paxillin-GluR4 subunit of AMPA 

receptors and was time-dose dependent of Glu in the medium. Moreover, our 

results of pharmacological characterization suggest that AMPA receptors were 

involvement in this interaction and we showed that this event is Src dependent. 

Vimentin, is a protein that belongs to group III of intermediate filaments, we 

observed interestingly his interaction with GluR4 after Glu stimulation and this 

event was time dependent. These results suggest strongly that Glu is regulating 

physiologic processes very important such as focal contacts, and after cell 

migration, involving events as reorganization of different cytoskeleton components 

such as actin through recruitment of scaffold protein paxillin and vimentin onto 

GluR4 of AMPA receptors in Bergmann Glia.   
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INTRODUCCIÓN 
 

Receptores a Glutamato 
 

El L-glutamato (Glu), un aminoácido dicarboxilíco,  es el neurotransmisor excitador 

más importante del Sistema nerviosos central (SNC) de los vertebrados y su 

acción es mediada por la unión a dos tipos de receptores estructural y 

funcionalmente diferentes. Los acoplados a proteínas G y cascadas de segundos 

mensajeros o metabotrópicos (mGluRs) (Rose y Konnerth, 2000); y los receptores 

que forman un canal iónico abierto por ligando o receptores ionotrópicos (iGluRs). 

Los receptores ionotrópicos se dividen de acuerdo al agonista que los activa 

preferencialmente y éstos son: NMDA, AMPA y Kainato. Por otro lado, los 

receptores metabotrópicos están clasificados de acuerdo a la homología de su 

secuencia y la activación diferencial de cascadas de segundos mensajeros, 

dividiéndose en tres grupos, el Grupo I conformado por mGluR1 y mGluR5. El 

mGluR2, mGluR3 pertenecen al grupo II. El grupo III integrado por mGluR4, 

mGluR6, mGluR7, mGluR8.   Los receptores a glutamato ionotrópicos permiten la 

transmisión excitadora rápida del SNC, además de estar involucrados en los 

eventos de plasticidad sináptica, tales como la formación de memoria, así como 

también en desórdenes  neurológicos que incluyen epilepsia, daño isquémico del 

cerebro y desórdenes neurodegenerativos como enfermedad de Parkinson y 

Alzheimer, corea de Huntington y esclerosis lateral amiotrófica  (Dingledine y cols., 

1999, Rose y Konnerth, 2000; Lerma y cols., 2001). El Glu regula la mayor parte 

de la transmisión sináptica rápida en el SNC, por medio de los iGluRs. Participan 

de manera importante en los cambios plásticos que se llevan a cabo durante la 

transmisión sináptica, en el aprendizaje y la formación de memoria, así como en la 

creación de redes y proyecciones neuronales durante el desarrollo. Irónicamente, 

el Glu y otros aminoácidos excitadores relacionados resultan ser tóxicos para las 

neuronas. La activación excesiva de los GluRs durante un daño cerebral, tales 

como la isquemia, traumatismo cerebral y ataque epiléptico, conduce a la muerte 

neuronal. La neurotoxicidad del Glu también se ha visto involucrada en la 
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generación de varias enfermedades. De este modo, los GluRs se encuentran 

íntimamente involucrados en la fisiología y patología de las funciones cerebrales 

(Cunningham et al., 1994; Ozawa et al., 1998). 

 

 

 

El Cerebelo y Glia de Bergmann 
 
El cerebelo es un órgano que fue el primero en aparecer en los vertebrados. Un 

cerebelo rudimentario se reconoce en forma de dos crestas y una comisura 

interconectada en lampreas. El cerebelo representa el 10% del volumen total del 

encéfalo, de aquí su nombre derivado del latín, que significa cerebro pequeño, sin 

embargo, el cerebelo maduro contiene más de la mitad de neuronas del encéfalo 

en un individuo (Larshell,1967). 

 

 
Fig. 1.  Representación esquematica del cerebelo (tomado de Kandel, 2004. Principles of 

neural science). 
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El cerebelo posee dos compartimentos: la corteza y el núcleo profundo. 

Histológicamente la corteza del cerebelo posee tres capas celulares (la molecular, 

las de las células de purkinje, de canasta, estrelladas, de Golgi y granulares) 

(Altman y Bayer, 1997). La corteza cerebelar posee dos principales terminales 

aferentes: la fibra musgosa y la fibra trepadora, ambas de tipo glutamatérgico. La 

fibra trepadora proviene del núcleo de oliva inferior y en la corteza cerebelar 

proyecta alrededor de 10 prolongaciones para establecer un contacto 

monosináptico en las células de purkinje. La fibra musgosa proviene de diversos 

tallos del núcleo cerebral, así como de la medula espinal y establecen contactos 

con las interneuronas de la corteza cerebelar y con la célula granular; ésta última 

extiende su axon para formar la fibra paralela y establecer múltiples (alrededor de 

20,000) contactos excitadores glutamatérgicos con la célula de Purkinje. Los 

contactos de las interneuronas con la fibra musgosa, de tipo GABAérgico 

inhibitorio, proveen un mecanismo de regulación de retroalimentación en la 

corteza del cerebelo (Voogd y Glickstein, 1998).  

 

Existen tres tipos de neuroglia en el cerebelo, con una distribución que es 

selectiva de acuerdo a las diferentes capas del cerebelo: 1) astroglia en la capa 

granular, 2) oligodendroglia con sus procesos orientados longitudinalmente en la 

capa medular, y 3) las células gliales de Bergmann, la neuroglia distintiva, 

localizada en la corteza cerebelar (Ramón y Cajal, 1911). 

 

Las células gliales de Bergmann figuran entre los tres tipos celulares astrocíticos 

presentes en la corteza del cerebelo. Sus cuerpos se localizan en la capa de las 

células de Purkinje y extienden sus axones a través de la capa molecular, 

mostrando una organización en columna (De Blass, 1984). Estas células 

desempeñan un papel fundamental en dirección de la organización de los otros 

componentes celulares del cerebelo. Durante el desarrollo, proveen una guía 

estructural a las células granulares que migran desde la línea externa del cerebelo 

hacia la capa interna (Cameron y Rakic, 1991). Esta función que cumple la glia de 

Bergmann durante el desarrollo del sistema nervioso central, es desempeñada por 
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la glia radial en diferentes regiones cerebrales, pero de manera excepcional, la glia 

de Bergmann (y la glia de Müller en la retina) permanece en el estado adulto con 

sus características de glia radial y no sufre la conversión astrocitica observada por 

este tipo particular de glia en las otras regiones cerebrales. Esto ha sugerido que 

las células gliales de Bergmann desempeñan una función adicional a la realizada 

por la glia radial durante el desarrollo. 

 

Además, se ha demostrado que las funciones de las células gliales abarcan 

procesos celulares adicionales a los tradicionalmente reconocidos; entre éstas, 

destacan aquellas involucradas en la modulación de la transmisión sináptica. La 

función importante de algunas proteínas membranales, que de manera relevante 

proporcionan los elementos  necesarios para una eficiente neurotransmisión, y 

que a su vez resultan importantes en su modulación. Por ejemplo, el transportador 

de Glu que elimina el neurotransmisor del espacio sináptico y que se ha 

demostrado modifica su actividad en forma dependiente del Glu extracelular 

(Kanai y cols., 1997; González y cols., 1999); y de los receptores a Glu, los cuales 

al ser estimulados por el neurotransmisor activan o modulan la actividad de una 

amplia variedad de proteínas y que pueden incluso modificar de manera 

permanente las propiedades de las células gliales al alterar la expresión genética 

(López y cols., 1998). 

 

 

Cinasas activadas en Glia de Bergmann 
 

En células gliales de Bergmann se ha demostrado la activación de la proteína 

cinasa activada por mitógeno (MAPK) después de la estimulación con Glu (López-

Colomé y Ortega, 1997). En este modelo de estudio se ha demostrado también la 

activación de la proteína transactivadora de la señal y activadora de la 

transcripción STAT3 a través de receptores metabotropicos (Aguilera y Ortega, 

1999), estas enzimas tienen blancos moleculares importantes como los factores 

de transcripción que forman el complejo ternario c-myc, c-jun, C/EBP mediante 
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fosforilación. También se ha descrito la activación de PI3K, CaMKII, MAPK y 

p90RSK  vía de señalización activada por Glu durante la regulación transcripcional 

(Aguirre y cols. 2002). Además, la activación de diversas moléculas involucradas 

con contactos focales como FAK, activación dependiente de receptores a 

glutamato de tipo AMPA (Millán y cols. 2001). Asimismo, se ha demostrado la 

activación mediante fosforilación en tirosina de los receptores AMPA 

glutamatérgicos y reclutamiento de FAK, la subunidad reguladora p85 y la 

subunidad catalítica p110 de PI3K a los receptores AMPA (Millán y cols. 2004), 

PI3K desempeña un papel importante ya que activa a proteínas que regulan 

diversos procesos celulares y una de ellas es la vía PI3K-PKB-GSK3β . Se ha 

descrito la activación de PKB y GSK3β y que es dependiente de PI3K (Morales M 

y cols. 2006), es importante señalar que esta vía está regulando de manera 

importante procesos como control de la traducción, apoptosis y migración celular. 

Esta vía a través de GSK3β está regulando citoesqueleto de microtúbulos ya que 

fosforila a tau, una proteína asociada a microtúbulos.  

 
 
Citoesqueleto y Migración 
 

Diferentes moléculas señalizadoras son capaces de interferir con migración celular 

afectando la adhesión celular y rearreglos del citoesqueleto. El citoesqueleto esta 

integrado de tres principales componentes: los microtúbulos, los microfilamentos, y 

los filamentos intermedios. Los microtúbulos son estructuras muy dinámicas, y en 

las células en proliferación tales como neuroblastos (precursores de neuronas), su 

probabilidad de ensamblaje es el mismo que el de la depolarización en todas 

direcciones. Este equilibrio resulta en el mantenimiento celular en una forma 

esférica. Sin embargo, durante la diferenciación de un neuroblasto a una neurona, 

los microtúbulos llegan a ser estabilizados en direcciones específicas, generando 

las extensiones citoplasmáticas que llegarán a ser el axón y las dendritas.  
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La MAP tau es una fosfoproteína neuronal regulada durante el desarrollo. La 

fosforilación de tau reduce su capacidad de unirse y estabilizar los microtubulos 

axonal durante el crecimiento axonal (Takahashi y cols. 2003). 

 

 

Citoesqueleto en enfermedades neurodegenerativas 
 
Muchos desórdenes neurodegenerativos crónicos progresivos son caracterizados 

por la presencia de agregados de proteína anormal en neuronas y glia del SNC. 

Un grupo heterogéneo de desórdenes del movimiento y demencias está ligado por 

las presencia de inclusiones intracelulares patológicas de proteínas de filamentos 

intermedios neuronales o la proteína asociada a microtúbulos (MAP) tau (Caims 

NJ y cols. 2004). 

La fosforilación de tau en residuos específicos no solo ocurre durante el desarrollo 

normal del cerebro sino también en condiciones patológicas como en enfermedad 

de Alzheimer. En condiciones normales, el equilibrio entre la fosforilación y 

defosforilación de tau modula la estabilidad del citoesqueleto axonal y de este 

modo la morfología axonal. Sin embargo, el rompimiento de este equilibrio bajo 

condiciones patológicas resulta en la disfunción de tau, que está considerado uno 

de los eventos críticos que conducen a la degeneración neuronal.  

La hiperfosforilación de tau reduce su afinidad por los microtúbulos  y puede 

contribuir a la autoensamblaje de tau y la formación de ovillos neurofibrilares, uno 

de los principales marcadores histopatológicos de EA. Los ovillos neurofibrilares 

son lesiones intracelulares que consisten de filamentos apareados fosforilados de 

manera aberrante de la proteína del citoesqueleto tau. (Brizna M y Elbaum D). Los 

ovillos neurofibrilares están compuestos de tau hiperfosforilada organizada en 

estructuras filamentosas llamadas filamentos helicoidales apareados.  

En Enfermedad de Parkinson y demencia con cuerpos de Lewy, las proteínas en 

triplete de neurofilamentos y α-internexina son encontradas en un subconjunto de 

cuerpos de Lewy positivos a α-sinucleina, si bien su papel en la formación de la 

lesión o neurodegeneración  es  incierto. Se ha identificado recientemente que la 
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α-internexina como un componente muy importante de las inclusiones patológicas 

de la demencia frontotempòral y la enfermedad con inclusiones de filamentos 

intermedios neuronales (Caims NJ y cols. 2004). 

 

 

Proteínas reguladoras del citoesqueleto 
 

Las proteínas cinasas no receptoras son un conjunto de proteínas diversas y sus 

principales funciones involucran la regulación de los aspectos multicelulares del 

organismo. Las señales célula-célula concerniente al crecimiento, diferenciación, 

adhesión, movilidad y muerte, son señales transmitidas frecuentemente a través 

de estas tirosina cinasas (Robinson y cols., 2000). 

  

 

 Paxilina 
 
Paxilina fue caracterizada inicialmente como una proteína de adhesión focal de 68 

kDa y es una proteína de 557 aminoácidos en humanos. Está organizada en una 

serie de módulos de unión a proteínas. El amino-terminal contiene cinco motivos 

LD y varios dominios de unión SH2 mientras el carboxilo-terminal consiste de 

cuatro dominios LIM (Brown MC, 2004). En eucariontes superiores, se han 

identificado tres isoformas por splicing alternativo de paxilina. La isoforma principal 

expresada de forma ubicua es paxilina α, mientras las isoformas β y γ muestran 

una expresión restringida (Mazaki Y. y cols, 1997). 

 

Una función principal para paxilina radica en la integración y diseminación de 

señales de integrinas y factores de crecimiento para la migración celular eficiente. 

La movilidad es un proceso complejo que consta de muchas etapas y requiere la 

coordinación del tráfico de membrana y la reorganización de la red del 

citoesqueleto de actina y tubulina para la realización del movimiento celular. La 

actividad de varias familias p21 GTPasas son críticas para este proceso, y paxilina 
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es un importante mediador de la interacción de señales entre estas familias a 

través de su fosforilación y multipotentes asociaciones (Ballestrem C. Y cols. 2000; 

Hall A, 1998). 

 

Estructura molecular de paxilina 
 
La estructura de multidominios de paxilina y la ausencia de motivos enzimáticos 

sugirió en primera instancia que era una proteína adaptadora. Dentro del amino 

terminal se encuentran cinco regiones ricas en leucina, llamados motivos LD 

paxilina que funcionan en el reconocimiento de la proteína. El motivo LD1 modula 

las interacciones con actopaxina, la cinasa  unida a integrina (ILK), vinculina y la 

proteína E6 del papilomavirus. LD2 se une a vinculina y FAK/PYK2. LD4  se une a 

actopaxina,  FAK/PYK2, p95PKL/GIT2/GITI, y quizá PAK3, clatrina, y PABP1. De 

este modo no se han encontrado patrones de unión para el motivo LD5 y para el 

motivo degenerado LD3 (Brown MC, 2004). 

Los dominios LIM son motivos dobles de dedos de zinc. El carboxilo terminal está 

comprendido de cuatro dominios LIM que también modulan interacciones proteína-

proteína, además estos dominios se requieren para las adhesiones focales.  

Funcionalmente, LIM3 (con cooperación de LIM2) medía la localización de paxilina 

a las adhesiones focales con fosforilación en serina/treonina de LIM2/3 regulando 

la localización de paxilina a las adhesiones focales y consecuentemente adhesión 

celular de fibronectina (Brown MC, 2004). Además de la identificación de los 

dominios LIM como mediadores de la localización subcelular de paxilina, tubulina 

fue identificada como el patrón de unión a LIM2 y LIM3. También se encuentran 

varios motivos potenciales de unión a SH3 ricos en prolina dentro del amino 

terminal de paxilina, consistente con una asociación descrita Src paxilina SH3 

 

Fig. 2  Estructura molecular de paxilina (Brown MC, 2004). 
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Vimentina 
 
Los filamentos intermedios son componentes principales del citoesqueleto de las 

células que parecen ser estructuras relativamente estables debido a su 

insolubilidad in vitro . 

Vimentina es una proteína del citoesqueleto perteneciente al grupo III de los 

filamentos intermedios y se expresa de manea normal en células de origen 

mesenquimal tales como células endoteliales, fibroblastos y leucocitos. La 

sobreexpresión de esta proteína es a menudo relacionada con crecimiento del 

tumor altamente invasivo. 

 En células endoteliales vimentina puede interactuar con la integrina α6β4 

mediada a través de la proteína plectina.  

 

Por lo antes mencionado y tomando en cuenta que la fosforilación de proteínas del 

citoesqueleto en el SNC juega un papel importante en las funciones de 

aprendizaje y la memoria, así como en neuropatologías como Alzheimer, 

Parkinson, Hungtinton entre otros. Trabajos previos, en células gliales de 

Bergmann han demostrado que cinasas involucradas en la regulación del 

citoesqueleto podrían ser activadas por glutamato vía receptores AMPA, 

provocando fosforilación de proteínas como FAK y que ésta es mediada por la 

cinasa p60src y reclutamiento de ellas en un sistema de transducisoma. Por esta 

razón nos propusimos estudiar otras proteínas involucradas en adhesiones focales 

y reguladoras del citoesqueleto como paxilina y vimentina. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
 

Reactivos 
El Glutamato, y sus antagonistas fueron comprados de la casa comercial Tocris,  

Inc. 

El reactivo de Bradford y los reactivos utilizados para SDS-PAGE fueron 

adquiridos de Bio-Rad (Hércules, CA) 

El anticuerpo anti-vimentina, Anti-GluR1, anti-GluR3 y anti-GluR4 fueron 

comprados de Santa Cruz Biotechnology, Inc. (California, EUA). El anticuerpo anti-

paxilina fue adquirido de Transduction Laboratories. El anticuerpo anti-GluR1,2,3 y 

la proteína G-Agarosa fueron comprados de ZYMED Laboratories.  

 

 

 

Animales 
Los embriones de pollo de 14 días fueron donados por el laboratorio AVIMEX, S.A. 

de C.V. 

 

 

 

Cultivo Celular 
Los cultivos primarios de células gliales de Bergmann fueron preparados de 

embriones de pollo de 14 días. Los cerebelos obtenidos de estos embriones se 

disgregaron con jeringas de diferentes calibres haciéndolas pasar a través de 

ellas.  
El homogenado se dejó sedimentar durante 10 minutos para eliminar residuos de 

tejidos y agregados celulares. Al término de éste, el sobrenadante se aspiró y se 

centrifugó a 3000 rpm para colectar las células, las cuales se resuspendieron en 

DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino, glutamina 2mM y una 

mezcla de antibióticos. El número de células viables se determinó por exclusión 

con azul de tripano, se distribuyeron en placas de cultivo a razón de 1X106 células 
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.ml-1 y se incubaron a 37 ºC en una atmósfera con 5% de CO2. Estudios con 

inmunocitoquímica y de flujo de iones inducido por kainato muestran que las 

células obtenidas a partir de esta preparación son células gliales de Bergmann. 

Asimismo, ensayos de inmunodetección en fase sólida, el anticuerpo anti-KBP 

reconoce el marcador específico de las células gliales de Bergmann, la proteína 

KBP. Las células cultivadas fueron empleadas al cuarto o quinto día de incubación 

ya que alcanzaron el 80-90 % de confluencia (Ortega et al., 1991). 

 

 

 
Cuantificación de Proteínas 
La cuantificación de proteínas se realizó mediante el método de Bradford, 

utilizando un estuche de la marca Biorad (Bradford, 1976). 

 

 

 

Inmunoprecipitación 
La monocapa de células gliales fueron incubadas en DMEM con BSA al 0.5% 

durante 8 horas, transcurrido este tiempo se procedió a estimularlas con Glu. 

Posteriormente se cosecharon en PBS frío, que contenía inhibidores de fosfatasas 

(NaF 20 mM, Na3VO4 1 mM y Na3MoO4 20 mM) y el inhibidor de proteasas PMSF 

0.5 mM, con la ayuda de un gendarme de cosecha y enseguida se procedió a 

centrifugar a 5000 rpm en una centrifuga refrigerada durante 10 minutos a 4 ºC. El 

sobrenadante se eliminó y la pastilla se resuspendió en aproximadamente 100 µl 

de regulador RIPA (Tris HCl 10 mM pH 7.5, EGTA 1 mM, NaCl 158 mM, Na3VO4 1 

mM, Na3MoO4 10 mM, NaF 25 mM, PMSF 1 mM, Aprotinina 2.5 µg.µl-1 y 

Leupeptina 2.5 µg.µl-1) para lisar las células y se procedió a determinar la 

concentración de proteínas mediante el método de Bradford. Enseguida se 

solubilizó agregando en volumen 1:1 solución reguladora RIPA con detergentes 

(Tritón 2% y SDS 0.2%) durante 2 horas a 4 ºC. El sobrenadante se agregó a un 

tubo que contenía 5 µl de proteína G-agarosa y 1 µl de anticuerpo anti-GluR4 y se 
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dejó agitando toda la noche a 4ºC para permitir la formación de complejos 

antígeno-anticuerpo acoplados a la matriz de agarosa. Los inmunoprecipitados 

fueron colectados por centrifugación a 13000 rpm durante 3 minutos a 4ºC y se 

lavaron 2 veces con 500 µl de regulador RIPA que contenía Tritón al 1% y PMSF 1 

mM. Posteriormente fueron eluidos en 15 µl de regulador de muestra 3X (Tris-HCl 

0.5 M pH 6.8, SDS 6%, 2-mercaptoetanol 300 mM, Azul de Bromofenol 0.3% y 

glicerol 30%) e hirviéndolo durante 5 minutos. Las proteínas se separaron por 

SDS-PAGE al 10%. 

 

 
 
Inmunodetección en fase sólida 
Las proteínas  obtenidas  de los   inmunoprecipitados  fueron  separados  por 

SDS-PAGE y transferidos a una membrana de nitrocelulosa en cámara húmeda 

(Bio-Rad). La eficiencia de la transferencia se determinó por tinción de la 

membrana con rojo de Ponceau y con tinción con azul de Coomasie a los geles 

transferidos. Los sitios irrelevantes se cubrieron por incubación de las membranas 

durante dos horas a temperatura ambiente en solución de bloqueo que contenía 

5% de leche descremada y 0.1% de Tween 20 en TBS (Tris-HCl pH 7.4, 0.15 M 

NaCl) para evitar interacciones inespecíficas. Después de un breve lavado con 

PBS, la membrana se expuso durante 12 horas a 4ºC a un anticuerpo anti-

vimentina, anti-paxilina, anti-GluR1, anti-GluR3, anti-GluR4. Posteriormente se 

realizaron 3 lavados con 0.1% de Tween 20 en TBS (Tris-HCl pH 7.4, 0.15 M 

NaCl). Se utilizó un anticuerpo secundario policlonal de ratón acoplado a 

peroxidasa de rábano para la detección de paxilina y vimentina, y un anticuerpo 

policlonal de cabra acoplado a peroxidasa de rábano para detectar a las diferentes 

subunidades de los receptores AMPA en BGC .  

Después de realizar nuevamente el lavado de la membrana las bandas relevantes 

se detectaron por autorradiografía (X-OMAT Kodak) empleando un estuche de 

quimioluminiscencia (GIBCO BRL). La intensidad relativa de las bandas se 
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determinó por medio de análisis densitométrico empleando el Software EDAS de 

Kodak. 

 
 
Eliminación de anticuerpos de las membranas 
Las membranas fueron incubadas con solución de desnudamiento (125 mM 

Tris=HCl pH 6.8, SDS 10%, β-mercaptoetanol) por 15 minutos a 45˚C y lavadas 3 

veces con PBS pH 7.4. Posteriormente se dieron 3 lavados de 15 minutos cada 

uno en solución con PBS 0.1% de Tween 20. Después se bloqueó por 2 horas en 

TBS que contenía 5% de leche semidescremada y 0.1% de Tween 20. La 

membrana fue incubada toda la noche a 4˚C con el anticuerpo primario anti-GluR4 

a una dilución 1:1000 en TBS, 0.25% albúmina de suero bovino, 0.1% Tween 20, 

0.01% timerosal, seguido por tres lavados en TBS, 0.01% Tween 20 y 1% de 

leche semidescremada. El anticuerpo secundario se incubó por 1 hora a 

temperatura ambiente seguido por seis lavados en TBS, 0.01% Tween 20 y 1% de 

leche semidescremada frío. Se reveló esta membrana utilizando un equipo de 

quimioluminiscencia (ECL). 

 

 

Análisis Estadístico 
Los resultados se analizaron mediante análisis de varianza de una vía ANOVA 

para determinar si había diferencias estadísticamente significativas entre las 

diferentes condiciones, se utilizó la prueba de Dunette para comparar las 

diferentes condiciones contra el control. 

Asi mismo, se empleó la prueba de t de student, para determinar significancia 

estadística entre dos grupos, para esto se empleó el programa estadístico Prisma 

(Software GraphPad, San Diego, CA). 
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RESULTADOS 
 
Paxilina interactúa con los receptores AMPA en un modo dependiente del 
tiempo. 
Paxilina es una proteína adaptadora, reguladora del citoesqueleto que se 

encuentra en adhesiones focales. Para determinar si se asocia esta proteína con 

los receptores AMPA se realizaron cursos temporales inmunoprecipitando 

extractos totales de cultivos primarios de BGC con el anticuerpo que reconoce a 

las subunidades GluR1, 2, 3 de los receptores AMPA glutamatérgicos, y con 

ensayos de inmunodetección en fase sólida se determinó la presencia de paxilina 

en el complejo. Los resultados obtenidos de tres experimentos independientes 

muestran que Glu induce la asociación de paxilina a los receptores AMPA en BGC 

mostrando un incremento a partir de los 5 minutos y teniendo un pico máximo a 

los 10 minutos demostrando esto que la interacción entre estas dos proteínas es 

dependiente del tiempo (Fig. 3). 

 

Expresión diferencial de las diferentes subunidades del receptor AMPA. 
Para determinar la expresión de las diferentes subunidades del receptor AMPA se 

realizó una curva de concentración de estas subunidades  mediante 

inmunodetección en fase sólida empleando los diferentes anticuerpos (α-GluR1, 

α-GluR3, α-GluR4). Los resultados nos muestran que la subunidad GluR4 es la  

mas expresada cuando se utiliza la misma concentración de proteína y una mayor 

eficiencia en la detección de esta proteína por parte de su anticuerpo, por lo que 

se determinó utilizar este anticuerpo en los experimentos posteriores y teniendo en 

cuenta que esta subunidad está involucrada en el proceso de desensibilización de 

los receptores AMPA (Fig. 4). 
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(A)                                                  Glu 1mM 

                              minutos            0           5           10         15          20                     ET 

                                                IP α-GluR1,2,3 

                                                WB α-paxilina 

 

 
(B) 
 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3.  Paxilina interactúa con los receptores AMPA en un modo dependiente del tiempo. Las BGC 

fueron estimuladas durante los tiempos indicados con Glu 1mM. 500 µg de proteína total se 

inmunoprecipitaron con anti-GluR1,2,3, la inmunodetección en fase sólida se realizó utilizando un anticuerpo 

anti-Paxilina (A). El resultado de tres experimentos independientes muestra el error estándar de la media. La 

significancia estadística es de *P<.05 (ANOVA) mostrados en la gráfica (B). 
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(A)                                                µg de Proteína Total 
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Fig. 4  Expresión diferencial de las diferentes subunidades del receptor AMPA. (A) Las diferentes 

concentraciones de extractos de proteinas totales obtenidas fueron sometidas a inmunodetección en fase 

sólida utilizando anti-GluR1, anti-GluR3 y anti-GluR4. El análisis densitométrico utilizando la intensidad neta y 

su respectiva gráfica que se muestra en el panel B. 
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La asociación de paxilina a la subunidad GluR4 es dependiente de la dosis 
de Glu en el medio. 
Para determinar si la interacción entre paxilina y GluR4 era dependiente de 

receptores, se realizaron ensayos dosis-respuesta inmunoprecipitando con la 

subunidad GluR4 y realizando  inmunodetección con paxilina. Los resultados 

confirman que este efecto, la asociación de paxilina a la subunidad GluR4 de los 

receptores AMPA, es mediada por receptor ya que la asociación fue dependiente 

de la dosis de Glu en el medio (Fig. 5).   
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Fig. 5 La asociación de paxilina a la subunidad GluR4 es dependiente de la dosis de Glu en el medio. 
La monocapa de BGC se estimularon durante 10 minutos con diferentes concentraciones (0, 100,300, 500, 

800 y 1000 µg) de Glu. Se inmunoprecipitaron 500 µg de proteínas totales, la inmunodetección en fase sólida 

se llevo a cabo utilizando anti-Paxilina. El anticuerpo secundario fue un anti-ratón acoplado a peroxidasa, se 

reveló con el equipo de Quimioluminiscencia (ECL) (A), la gráfica correspondiente a la densitometría se 

muestra en el panel B. 
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Los receptores AMPA están involucrados en la asociación de paxilina-GluR4. 
Para determinar el subtipo de receptores que estaban mediando esta interacción, 

se realizó la caracterización farmacológica utilizando CNQX (antagonista de los 

receptores AMPA) y utilizando CPCCOEt (antagonista de los receptores 

metabotropicos del grupo I), como se puede observar al utilizar el antagonista de 

los receptores AMPA se inhibe el efecto mediado por Glu, no así cuando se 

emplea un antagonista de los receptores metabotropicos del grupo I. Estos 

resultados nos sugieren que la asociación paxilina-GluR4 es mediada por 

receptores ionotrópicos de tipo AMPA (Fig. 6).  
 

A)                                      CTL              Glu            CNQX       CNQX      CPCCOEt   CPCCOEt 

                                                                                                 + Glu                              + Glu      

 

paxilina 

 

68 KDa 

 

IP α-GluR4 

WB α-paxilina       

 

 
Fig. 6  Los receptores AMPA están involucrados en la asociación de paxilina-GluR4. Las células fueron 

incubadas 30 minutos antes con CNQX (5 µM) y CPCCOEt (10 µM) y posteriormente con 1 mM de Glu 

durante 10 minutos. Se inmunoprecipitó con la subunidad GluR4 y se inmunodetectó con paxilina a una 

dilución 1:500. se utlizó un anticuerpo secundario anti-ratón acoplado a peroxidasa de rábano picante a una 

dilución 1:4000(A), la grafica del experimento se muestra en B. 
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Glu induce la fosforilación en tirosina de la subunidad GluR4 del receptor 
AMPA y paxilina. 
Millán y cols. en el 2004 determinaron que Glu inducía la fosforilación en tirosina 

de los receptores AMPA en BGC a partir de los 3 minutos, alcanzando el máximo 

incremento a los diez minutos, por lo que decidimos caracterizar si al tiempo de 10 

minutos de exposición a Glu estaba induciendo la fosforilación en tirosina de la 

subunidad GluR4 de estos receptores. Los resultados muestran que  Glu induce 

un incremento en la fosforilación en tirosina de esta subunidad en comparación 

con las células no estimuladas (Fig. 7A). 

 

La familia de tirosina cinasas no receptoras Src regulan eventos biológicos 

importantes como alteraciones del citoesqueleto, adhesión y migración (Thomas 

SM and Brugge JS, 1997). Un evento importante para que haya reclutamiento de 

paxilina a las adhesiones focales es su activación a través de su cambio en el 

estado de fosforilación, por esta razón, se determinó si Glu estaba induciendo la 

fosforilación en tirosina de paxilina, los resultados muestran que Glu induce un 

incremento en el estado de fosforilación de esta proteína después de la 

estimulación con este neurotransmisor (Fig. 7B). 
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Fig. 7 Glu induce la fosforilación en tirosina de la subunidad GluR4 del receptor AMPA y paxilina. Los 

cultivos celulares fueron estimulados con 1 mM de Glu por 10 minutos y 500 µg de extractos totales fueron 

inmunoprecipitados con anti-fosfotirosina y sometidas a inmunodetección en fase sólida utilizando el 

anticuerpo anti-GluR4(A) y Paxilina (B). El análisis de  significancia estadística fué de *P>0.05 **P>0.01 según 

el método t de student.  
 

 

La cinasa Src está involucrada en la asociación paxilina-GluR4. 
Tomando en cuenta que por observaciones anteriores Src estaba involucrada en 

la fosforilación del receptor AMPA, nos propusimos evaluar la participación de Src 

en esta interacción para lo cual empleamos el inhibidor PP2. Los resultados nos 

muestran que preincubando el inhibidor PP2 30 minutos antes de la estimulación 

con Glu hay una reducción significativa en la asociación paxilina-GluR4 sugiriendo 

que esta interacción es mediada por la familia Src (Fig. 8). 
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Fig. 8 La cinasa Src está involucrada en la asociación paxilina-GluR4. Las células fueron preincubadas 

con PP2(10 nM) durante 30 minutos, después se estimuló con 1 mM de Glu durante 10 minutos. La IP y la 

inmunodetección se realizó como en los experimentos anteriores. 

 

 

La proteína vimentina se asocia a la subunidad GluR4 en un modo 
dependiente de Glu 
Otra proteína a evaluar fue vimentina, proteína perteneciente al grupo III de los 

filamentos intermedios, involucrada en procesos de migración y que se ha 

demostrado estar colocalizando con receptores integrina en adhesiones focales y  

mostró en nuestro modelo estar interaccionando con la subunidad GluR4 de los 

receptores AMPA incrementando desde los 5 minutos y alcanzando su pico 

máximo a los 10 minutos después de la estimulación con Glu sugiriendo que esta 

interacción es dependiente del tiempo (Fig. 9). 
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Estos resultados refuerzan la idea que los receptores AMPA reclutan proteínas 

que regulan citoesqueleto como paxilina y de manera interesante vimentina, de 

acuerdo a los hallazgos obtenidos. 
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Fig. 9 La proteína vimentina se asocia a la subunidad GluR4 en un modo dependiente de Glu. Las BGC 

se estimularon con Glu1 mM en los tiempos indicados, se inmunoprecipitaron 500 µg de proteína total y la 

inmunodetección en fase sólida utilizando el anticuerpo anti-vimentina, para el revelado de las placas 

autorradiográficas se empleó el estuche de quimioluminiscencia ECL. La significancia estadìstica es de 

**P>0.01 (ANOVA). 
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DISCUSIÓN 
 

Estudios en células del sistema nervioso central han demostrado que los 

receptores AMPA no solo funcionan como canales iónicos, sino que además 

pueden funcionar como transductores de señales a nivel de membrana celular.  

(Hayashi y cols. 1999, Millán y cols. 2004). 

 

En estudios previos, demostraron que la cinasa de adhesión focal (FAK) se 

encontraba asociada a los receptores AMPA posiblemente mediando contactos 

focales. En este contexto, evaluamos el papel de paxilina, proteína reguladora del 

citoesqueleto, como posible proteína adaptadora de la interacción FAK-receptores 

AMPA. Los  resultados  obtenidos  muestran  que  existe  una  interacción  

paxilina-receptores AMPA y que esta interacción es dependiente del tiempo, su 

pico máximo de asociación es de 10 minutos (Fig. 3), y sugerimos que esta 

proteína pueda estar funcionando como adaptadora para el reclutamiento de FAK 

a los receptores AMPA, ya que el curso temporal se relaciona perfectamente con 

el realizado para la interacción FAK-receptores AMPA y donde se muestra 

también que FAK y paxilina están interactuando después de la estimulación con 

Glu y en la misma cinética de tiempo (Millán y cols. 2004), además, en otros 

estudios realizados en embriones de ratón demostraron que paxilina está 

funcionando como molécula adaptadora para el reclutamiento más eficiente  de 

FAK  a contactos focales (Hagel y cols. 2002).  

 

Cuando decidimos analizar la expresión de las subunidades de los receptores  

AMPA expresados en glia de Bergmann: GluR1, GluR3, y GluR4 (Fig. 4). Se 

observó que las tres subunidades de los receptores AMPA están presentes en 

estas células, pero la detección de la subunidad GluR4 resultó ser mas eficiente, 

dato que sugiere que se expresa mas en éstas células aún cuando la misma 

concentración de proteínas se empleó para detectar las otras subunidades. Esta 

observación concuerda con los hallazgos encontrados por López T. y cols. en 
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1997 donde mediante ensayos de Northern Blot encontraron que la subunidad de 

mayor expresión es la GluR4 en BGC. 

 

Por otro lado, al realizar ensayos dosis-respuesta se determinó que la interacción 

paxilina-receptores AMPA es dependiente de receptores ya que responde a la 

concentración de Glu en el medio (Fig 5), y esta observación sugiere el mismo 

mecanismo para la interacción FAK-receptores AMPA (Millán y cols. 2004) ya que 

su interacción está mediada por receptores AMPA con una EC50 de 138.2 µM. 

 

Y para corroborar este hallazgo, se realizó caracterización farmacológica 

utilizando antagonistas de los receptores AMPA (CNQX) y utilizando también el 

antagonista de los receptores metabotropicos del grupo I (CPCOOEt) (Fig. 6), los 

resultados obtenidos en este estudio sugieren que esta asociación paxilina-GluR4 

es mediado por receptores de tipo AMPA hallazgos similares encontrados por 

Millán y cols. en el 2004 donde determinan que este tipo de receptores está 

actuando como transductores de señal activando e interaccionando con  diversas 

moléculas tales como PI3K, FAK, y sugiere que el mismo mecanismo de 

activación pudiera ser empleado en esta vía de señalización. 

 

La fosforilación en tirosina de los receptores AMPA permite interacciones proteína-

proteína entre las subunidades del receptor y proteínas que contienen y aquellas 

que no contienen dominios PDZ (Wang JQ y cols, 2005). En un estudio anterior se 

observó el incremento en la fosforilación de los receptores AMPA inducido por Glu 

(Millán y cols. 2004). Aquí, se demuestra el incremento de la fosforilación de la 

subunidad GluR4 después de la estimulación con Glu en el medio, dato que 

sugiere fuertemente que este incremento le permite interaccionar con otras 

proteínas (Fig. 7A),  

 

La fosforilación de paxilina en estos residuos precede a su reclutamiento a 

adhesiones focales (Wosniak MA y cols. 2004). Y aquí observamos que paxilina 

experimenta un incremento en su fosforilación en tirosina después de la 
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estimulación con Glu (Fig. 7B). La fosforilación en paxilina y GluR4 permite 

explicarnos la interacción entre paxilina y la subunidad GluR4 de los receptores 

AMPA, ya que ambas moléculas están siendo fosforiladas. Cabe hacer mención 

que la estimulación con Glu fue durante 10 minutos ya que en los cursos 

temporales realizados es a este tiempo donde existe la máxima interacción entre 

estas dos proteínas (Millán y cols. 2004) en el sistema.  

 

La fosforilación de una parte importante de las proteínas involucradas en 

fenómenos de adhesión focal se lleva a cabo a través de la familia de tirosina 

cinasas no receptoras Src. Por esta razón evaluamos el papel de Src empleando 

un inhibidor de la familia Src PP2. El pretratamiento con este inhibidor resultó en 

una disminución en la asociación paxilina-GluR4, sugiriendo que Src se encuentra 

regulando esta interacción (Fig 8). El papel de Src fue evaluado en experimentos 

anteriores y se observó que Src estaba involucrado en la fosforilación del receptor 

AMPA, además, no es raro asumir su papel dado que la cinasa Lyn  se asocia a 

los receptores AMPA en cultivos primarios cerebelares (Hayashi y cols. 1999).  

 
Al evaluar vimentina, proteína altamente dinámica, que es un marcador de glia 

radial y que en diversos estudios se ha determinado que interactúa con receptores 

integrina en adhesiones focales. En células endoteliales se ha determinado que 

vimentina  colocaliza con la integrina α2/β1 y que está modulando adhesiones 

focales (Kreis y cols. 2005). Aquí, de manera interesante observamos que esta 

proteína se asocia con la subunidad GluR4 de los receptores AMPA y que tiene un 

comportamiento similar a paxilina ya que su pico máximo es a los 10 minutos 

después que se estimulan a las BGC con Glu (Fig 9), lo cual nos indica que 

mecanismos asociados con adhesiones focales y migración celular pudiera estar 

asumiendo al asociarse vimentina al complejo pues el papel de esta proteína así lo 

sugiere. 

 
Trabajos realizados por Iino y cols. en el 2001 muestran que después de utilizar un 

vector adenoviral transfectando  la subunidad GluR2  en BGC haciendo 
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impermeables a calcio a los receptores AMPA, se induce un cambio en el 

citoesqueleto de las BGC ocasionando la retracción de estas células de la sinapsis 

establecida entre la fibra paralela y la célula de Purkinje sugiriendo con esto, que 

existe una regulación del citoesqueleto a través de este tipo de receptores. Estos 

datos y los obtenidos en este estudio, nos sugieren fuertemente que existe 

regulación de proteínas adaptadoras  del citoesqueleto de actina tal como paxilina 

y de otras proteínas del citoesqueleto como vimentina, sugiriendo que la glia de 

Bergmann a través de los receptores AMPA al ser estimuladas con Glu podrían 

estar regulando mecanismos involucrados con rearreglos del citoesqueleto.  

 

Por lo anterior, proponemos el siguiente modelo donde se muestra las proteínas 

involucradas en el complejo de señalización que podría sugerir un mecanismo de 

regulación hacia citoesqueleto, ya sea para el de actina mediante paxilina o de 

filamentos intermedios como vimentina (Fig. 10). 
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Fig. 10   Modelo de interacción de proteínas reguladoras del citoesqueleto 
paxilina  y vimentina a los receptores AMPA. Después de la estimulación con 

Glu los receptores AMPA experimentan fosforilación en residuos de tirosina 

dependiente de Src. Posteriormente hay reclutamiento de PI3K, FAK, paxilina y 

vimentina a los receptores AMPA, conllevando este reclutamiento a regulación de 

vías de señalización mediadas por PI3K y a probables contactos focales y 

rearreglos del citoesqueleto mediadas por FAK, paxilina y vimentina. 
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CONCLUSIONES 
 
Los resultados obtenidos en este trabajo nos permiten establecer las siguientes 

conclusiones:  

 

 

Glu induce un incremento en la interacción paxilina-GluR4 y esta interacción es 

dependiente del tiempo y de la dosis. 

  

 

El incremento en la interacción paxilina-GluR4 inducido por Glu en BGC se sugiere 

que sea mediado por receptores ionotrópicos de tipo AMPA. 

 

 

Glu induce un incremento en la fosforilación en residuos de tirosina de la 

subunidad GluR4 de los receptores AMPA, así como también la proteína paxilina.  

  

 

El incremento en la asociación de paxilina a la subunidad Glur4 parece ser 

mediada por Src. 

 

 

Vimentina que es una proteína perteneciente a los filamentos intermedios se 

observó estar asociada a GluR4 en un modo dependiente de Glu en BGC. 

 

 

Estos hallazgos nos permiten sugerir un posible papel de estas dos proteínas y su 

interacción con la subunidad GluR4 en procesos de adhesiones focales y 

rearreglos del citoesqueleto mediado por Glu y refuerzan el importante papel que 

tienen las células gliales de Bergmann en el SNC. 
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