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RESUMEN
La epilepsia es una afección neurológica de evolución crónica, recurrente, casi siempre progresiva, que afecta del 1 al
2 % de la población mundial. Modelos experimentales y estudios de imágenes neurológicas de pacientes con este 
padecimiento muestran que las crisis recurrentes provocan estrés oxidativo, relacionado fundamentalmente con la 
excitabilidad neuronal. La estimulación excesiva de los receptores de glutamato induce neurotoxicidad, un proceso 
que se ha defi nido como excitotoxicidad. Se considera que este puede ser el principal mecanismo de muerte celular 
en numerosas afecciones del sistema nervioso central, incluida la epilepsia. Desde los años 70 se han estudiado con 
profundidad las vías de señalización, los mecanismos moleculares y los sitios de acción relacionados con la excito-
toxicidad; aunque de forma muy limitada en las enfermedades del sistema nervioso central. En particular, deberán 
evaluarse con especial cuidado la función crucial de la muerte neuronal y los mecanismos que se potencian con la 
sobreactivación de los receptores de glutamato, principalmente los relativos a las enfermedades neurológicas, con 
el fi n de intervenir de manera oportuna para retardar el desarrollo de estas afecciones neurológicas. Se repasan las 
evidencias clínicas y experimentales sobre las alteraciones del sistema glutamatérgico, las vías de muerte celular, la 
activación de las caspasas y de la familia de genes Bcl-2 involucrados, como moduladores de la muerte celular en 
la epilepsia. Tales hallazgos sustentan que en la epilepsia farmacorresistente convergen procesos excitotóxicos y de 
muerte neuronal apoptótica y necrótica. 
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ABSTRACT
Excitotoxicity and neuronal death in epilepsy. Epilepsy is a recurrent, often progressive neurological disorder 
with a chronic evolution, affecting 1 to 2 % of the world population. Research with experimental models and imag-
ing analysis of diseased patients have been used to show that recurrent episodes produce oxidative stress, most of 
which is related to neuronal excitability phenomena. It is known that the excessive stimulation of glutamate receptors 
results in neurotoxicity; a process that, under the denomination of excitotoxicity, is thought to constitute the principal 
cellular death mechanism behind different disorders of the central nervous system, including epilepsy. Paradoxically, 
although the signaling pathways, molecular mechanisms and sites of action of excitotoxicity have received consider-
able attention since the 1970s, little is known about their relevance to CNS disorders. Further detail is necessary 
about the fundamental role of neuronal death and the mechanisms, particularly those relevant to neurological 
pathogenesis, that are engaged whenever glutamate receptors are excessively stimulated, as the results would aid 
considerably the development of timely clinical interventions delaying the evolution of these disorders. We review 
clinical and experimental data on the relevant alterations of the glutamatergic system, cell death pathways, and the 
activation of caspases and members of the Bcl-2 gene family involved in the process as modulators of cell death 
during epilepsy. The fi ndings support the hypothesis that excitotoxic processes as well as both apoptotic and necrotic 
neuronal cell death phenomena converge in drug-resistant epilepsy.

Keywords: excitotoxicity, apoptosis, necrosis, epilepsy

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

En el SNC de los mamíferos, el glutamato es el neu-
rotransmisor excitador por excelencia. La regulación 
de la neurotransmisión glutamatérgica es crítica, no 

solo por las propiedades de señalización atribuidas a 
los niveles y la actividad del glutamato y su receptor, 
sino también por la muerte celular excitotóxica [2]. Ini-
cialmente se describió que la muerte celular inducida 
por excitotoxicidad se caracteriza por el aumento del 
volumen de la célula, la vacuolización del citoplas-
ma y la ruptura de las membranas, características que 
apuntan a un mecanismo de muerte celular necrótica 
[7-10]. Luego se defi nió que la degradación internu-
cleosomal del ADN y la activación de las caspasas son 
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indicativas de muerte neuronal apoptótica [11-13]. Y 
recientemente se sugiere que la autofagia puede ser un 
mecanismo de muerte celular no apoptótica inducida 
por excitotoxicidad, lo que revela que la autofagia es 
una estrategia de supervivencia ante el estrés [2]. De 
esta forma, el incremento de la actividad del receptor 
del glutamato podría inducir la expresión de proteínas 
proapoptóticas tales como la p53, lo cual provocaría el 
daño y la muerte neuronales por apoptosis y autofagia 
[14-16]. La autofagia se activa como respuesta a un 
daño excitotóxico agudo [17, 18].

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

Concepto de excitotoxicidad
Diversos hallazgos experimentales y clínicos relacio-
nados con la posible toxicidad de los aminoácidos ex-
citadores han dado lugar a la teoría excitotóxica, que 
postula que los niveles excesivos de glutamato endó-
geno o la hipersensibilidad de sus receptores se rela-
cionan con la degeneración neuronal [19]. La excito-
toxicidad es el mecanismo que promueve la muerte 
celular mediante la sobreactivación de los receptores 
glutamatérgicos o de cualquiera de sus análogos. Esta 
provoca la entrada excesiva de calcio (Ca2+) a la célu-
la, que es secuestrado por la mitocondria. Ello provo-
ca un incremento del calcio mitocondrial, que provoca 
la disfunción metabólica, la producción de radicales 
libres, la activación de proteasas, fosfolipasas, la óxi-
do nítrico sintasa y endonucleasas, y la inhibición de 
la síntesis de proteínas [20]. 

La pérdida de la homeostasis del calcio se debe a la sa-
turación de los mecanismos de regulación como la bom-
ba de calcio, el intercambiador sodio/calcio (Na+/Ca2+)
y las proteínas amortiguadoras de calcio. Una vez satu-
rados estos sistemas, la mitocondria captura el exceso 
de calcio que se acumula en la matriz mitocondrial. 
Ello induce la despolarización de la membrana mito-
condrial por dos mecanismos: el abatimiento parcial del 
potencial quimiosmótico por la acumulación de cargas 
positivas en la matriz mitocondrial; y ante una sobre-
carga sostenida ocurre una despolarización irreversible 
por la activación del poro de transición mitocondrial. 
El colapso del potencial quimiosmótico mitocondrial 
reduce la síntesis de trifosfato de adenosina (ATP) y 
la activación del poro de transición, que constituye 
una vía por donde el calcio retorna al citosol [21, 22].
El aumento sostenido de las concentraciones de cal-
cio promueve la generación de radicales libres, que 
inducen la peroxidación de lípidos de la membrana, 
la síntesis de óxido nítrico y la activación de enzimas 
involucradas en el catabolismo de proteínas, fosfolípi-
dos y ácidos nucleicos. Además, el oxido nítrico puede 
actuar como mensajero retrógrado y potenciar el efecto 
excitotóxico del glutamato al aumentar su liberación 
desde las terminales presinápticas [23] (Figura 1).

Una vía de daño celular es la activación de la óxido 
nítrico sintasa, cuyo producto reacciona con el superóxi-
do y forma el peroxinitrito. Otra vía es la activación de  

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

Excitotoxicidad y epilepsia
Algunas evidencias sustentan la hipótesis de que los 
cambios neurodegenerativos asociados con la epilep-
sia humana resultan de la actividad de las descargas 
persistentes en la vía del glutamato. El mecanismo 
es relativamente simple: la liberación del exceso de 
glutamato provoca la despolarización y repolariza-
ción repetitiva de las terminales del glutamato, lo que 
conduce a su concentración tóxica, y fi nalmente ori-
gina la degeneración excitotóxica de la neurona pos-
sináptica [26, 27].

Estudios de microdiálisis en humanos y modelos 
animales documentan la asociación entre la actividad 
convulsiva prolongada y la duración del estado epilép-
tico por la elevación signifi cativa del glutamato [28]. 
Se conoce que la sobrexcitación de las neuronas por 
glutamato puede provocar descargas epilépticas y que 
la aplicación directa de glutamato en la amígdala indu-
ce un efecto similar al de la activación propagada [29]; 
mientras que el empleo de antagonistas del receptor 
ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiónico 
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Figura 1. Mecanismo de excitotoxicidad. La activación sostenida del receptor N-metil-D aspartato 
(RNMDA) por concentraciones incrementadas de glutamato (Glu) provoca la entrada masiva de calcio 
a la célula que activa a las enzimas líticas y la óxido nítrico sintasa (NOS). El daño mitocondrial y el 
aumento de la concentración de ácido araquidónico es uno de los factores implicados en el incremento 
de la generación de especies reactivas de oxígeno, que conducen a la muerte neuronal provocada por 
el daño a las biomoléculas y la activación de programas de muerte apoptóticos. El défi cit energético 
contribuye a la perpetuación del proceso degenerativo porque favorece la despolarización de la 
membrana por el défi cit en el funcionamiento de la bomba sodio/potasio (Na/K ATPasa) y mantiene 
el estado activo del RNMDA. Esto sensibiliza a la célula a la aferencia glutamatérgica normal proce-
dente de la corteza cerebral.
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retarda el desarrollo de la activación propagada amig-
dalina en ratones [30]. 

La activación del receptor de N-metil-D-aspartato 
media la muerte celular durante el estado epiléptico 
[31], y el uso de un antagonista de este receptor, el 
MK-801, previene la aparición de las crisis espontá-
neas en modelos animales [32]. En la epileptogénesis 
participan los receptores de kainato, especialmente la 
subunidad GluR6 como inductora [33, 34]. 

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

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

Estos modelos se clasifi can en agudos y crónicos. 
Los primeros se logran por la aplicación de fárma-
cos convulsivantes o por estimulación eléctrica; los 
segundos reproducen mejor la fi siopatología de la 
epilepsia en humanos. Ambos pueden padecer crisis 
parciales o generalizadas. Sin embargo, debido a que 
la epilepsia se caracteriza por la recurrencia de mani-
festaciones ictales, solamente los modelos que repro-
ducen esa condición se consideran verdaderos mode-
los de epilepsia. El último desafío en cualquier estudio 
experimental de la epilepsia es determinar cuál de los 
muchos cambios como respuesta a un daño cerebral 
está relacionado de forma causal con el subsecuente 
desarrollo de la epilepsia. 

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

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

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

Los modelos de excitotoxicidad en animales adul-
tos más utilizados son el del ácido kaínico y la pi-
locarpina: modelos de epilepsia del lóbulo temporal, 
inducidos por la inyección unilateral o sistémica de 
uno de estos compuestos, en dosis convulsionantes 
que provocan daño excitotóxico en las neuronas pi-
ramidales del hipocampo y en la región hilar. El daño 
depende de la dosis, la especie y la cepa animal; pero 
el resultado es la muerte de las neuronas en las re-
giones vulnerables, la proliferación de astrocitos y el 
aumento de las fi bras gliales. Por ese motivo, los mo-
delos de administración sistémica de ácido kaínico o 
pilocarpina se consideran adecuados para el estudio 
de las convulsiones tónico-clónicas generalizadas o 
estado epiléptico, cuyo sustrato neuroanatómico es la 
esclerosis temporal mesial [42-46]. 

Uno de los primeros cambios que ocurren después 
de la administración de ácido kaínico es la inducción 
de ARN mensajero (ARNm) y la expresión de proteí-
nas de choque térmico de diferentes pesos molecula-
res (HSP27, HSP70 y HSP72). Esta última se expresa 
constitutivamente en el cerebro de los mamíferos, y se 
sobreexpresa en las poblaciones neuronales sensibles 
del hipocampo [47]. La expresión de estas proteínas 
parece prevenir el plegamiento anormal de proteínas 
de nueva síntesis en las poblaciones vulnerables al 
ácido kaínico. Durante las dos semanas siguientes a 
la administración, esas proteínas se transportan por el 
árbol dendrítico y a lo largo de los axones hacia las 
zonas más distales. La HSP70 y la HSP72 tienen una 
función protectora, aunque no consiguen rescatar a las 
células de la muerte excitotóxica. La sobreexpresión 
de HSP27 y HSP70 in vivo protege del daño exci-
totóxico [47, 48], mientras que los niveles excesiva-
mente altos de la HSP72 pueden ser nocivos para las 
células [49-51]. 

Luego de tres a cinco horas de la inyección de áci-
do kaínico también se induce la síntesis de ARNm y 
la sobreexpresión de las proteínas cFos y cJun en las 
regiones vulnerables del hipocampo y en el giro denta-
do [52]. La inmunorreactividad contra cFos decrece a 
las seis horas en el giro dentado, pero permanece alta 
en el hipocampo. Ello sugiere que la muerte celular 
puede asociarse con los niveles altos de cFos. Además, 
el incremento prolongado de cFos no tiene un carácter 
predictivo y no es preciso para que ocurra daño neu-
ronal excitotóxico [53, 54]. También se ha observado 
un aumento de la expresión de cJun en el hipocampo 
y en la circunvolución dentada, 24 horas después de 
las crisis epilépticas. El signifi cado del aumento de los 
niveles de cJun es contradictorio, ya que se considera 
marcador de la muerte celular retardada, secundaria a 
crisis epilépticas, o como posible marcador de supervi-
vencia neuronal frente al daño excitotóxico [52].

Con respecto a la señalización a través de la mem-
brana celular, el activador tisular del plasminógeno 
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(tPA), serina proteasa extracelular, parece ser necesario 
para que ocurra la muerte celular, ya que los ratones 
nulos para tPA o para plasminógeno son relativamente 
resistentes al daño excitotóxico. Este efecto parece me-
diado por la interacción de tPA con laminina, una pro-
teína de la matriz extracelular [55]. También el aumen-
to de la expresión del ligando específi co del receptor 
Fas (FasL) en el hipocampo y en las células granulares 
del giro dentado, tres horas después de la inyección de 
ácido kaínico, está relacionado con la señalización a 
través de la membrana celular [56]. Mientras, en esta 
última región, la expresión de FasL decrece seis horas 
después de la inyección de ácido kaínico, y la inmuno-
rreactividad contra FasL se mantiene en el hipocampo. 
Este aspecto es relevante, porque la unión de FasL a 
Fas activa el dominio de muerte de este último, al que 
se une el dominio de muerte asociado a Fas (FADD), y 
a su vez activa la caspasa 8 que actúa sobre las caspasas 
efectoras, que provocan la muerte por apoptosis. La uti-
lización de ratones transgénicos para Fas aporta datos 
sustanciales para conocer el papel del sistema Fas/FasL 
en la señalización de muerte celular excitotóxica [56]. 

Aún no se ha precisado la función de los miem-
bros de la familia de genes bcl-2. Un estudio preli-
minar mostró la reducción de la proteína Bcl-2 y el 
aumento del ARNm para la proteína Bax en el hipo-
campo de ratones después de la inyección sistémica 
de ácido kaínico [57]. Estudios más precisos mediante 
Northern blot han mostrado una inducción del ARNm 
de la proteína Bax (pero no de las proteínas Bcl-2 y 
Bcl-x) desde seis a 24 horas en el hipocampo de ra-
tas inyectadas con ácido kaínico. La expresión de las 
proteínas Bcl-2, Bcl-x y Bax en el hipocampo, ana-
lizada mediante Western blot e inmunohistoquímica, 
es similar en las células destinadas a morir y en las 
células que sobreviven [58]. Es posible que los efectos 
de los miembros de la familia Bcl-2 no dependan de 
cambios globales de las proteínas; pero sí su locali-
zación subcelular. La señalización de muerte apoptó-
tica por la vía mitocondrial se desencadena por una 
unión de la proteína Bax a la membrana mitocondrial 
y por una liberación de citocromo c al citosol. Esta 
liberación comprende la unión al factor de activación 
de proteasas apoptóticas Apaf1 en presencia de ATP 
y la activación de la caspasa 9, que a su vez activa 
distintas caspasas efectoras o ejecutoras. El modo en 
que ocurre la salida del citocromo c de la mitocondria 
al citosol no está claro, pero parece establecerse una 
interacción entre Bcl-2, Bcl-x y Bax, y los canales ió-
nicos dependientes de voltaje que controlan la salida 
del citocromo c. Se ha propuesto que el balance entre 
Bax y Bcl-2 en la célula es esencial para determinar si 
una célula experimentará apoptosis [59].

La excitotoxicidad provocada con ácido kaínico 
por vía intraperitoneal también induce la expresión 
del ARNm de la caspasa 3 y el aumento de la ex-
presión de procaspasa 3 en algunas neuronas de las 
regiones vulnerables del hipocampo [60, 61]. Unas 
pocas neuronas expresan el fragmento activo (escin-
dido) de 17 kDa de la caspasa 3 [62]. Ello indica 
la participación de la vía de las caspasas en algunas 
neuronas del hipocampo, lo que revela muerte ce-
lular con componente apoptótico en subpoblaciones 
del hipocampo. Sin embargo, los estudios por Wes-
tern blot señalan la presencia de bandas de PARP de 
89 kDa y de otras de menor tamaño. Esto demuestra 
que la fragmentación de PARP no ocurre exclusiva-
mente por la activación de las caspasas, sino también 

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

Como resultado del daño excitotóxico que afecta 
de manera preferencial las células de la región hilar 
[63], las fi bras musgosas procedentes de las células 
granulares del giro dentado se desconectan de sus dia-
nas. Esta diferenciación da lugar a la producción de 
ramifi caciones axonales musgosas que progresan en la 
región supragranular y en toda la capa molecular del 
giro dentado [64, 65]. Sin embargo, el recrecimiento 
de las fi bras producido por las crisis convulsivas es 
menos evidente en animales jóvenes [10, 66]. La for-
mación de ramifi caciones o racimos se asocia con un 
incremento de la expresión de la proteína GAP-43 en 
la capa supragranular durante la primera semana, y en 
toda la capa molecular a partir de un mes [67]. Se ha 
detectado el incremento de la expresión de la proteína 
asociada con los sinaptosomas de 25 kDa (SNAP25) 
en las neuronas y en la capa molecular del giro denta-
do, así como en las fi bras musgosas del hipocampo en 
los días siguientes a la lesión excitotóxica por ácido 
kaínico [68, 69]. Parece probable la intervención de 
señales trófi cas específi cas en el desarrollo de estas 
conexiones aberrantes, aunque todavía es discutible la 
función de los factores trófi cos. El factor neurotrófi co 
derivado de cerebro y el receptor TrkB en las neuro-
nas del giro dentado posiblemente infl uyen sobre el 
trofi smo de estas células en la construcción de ramifi -
caciones plásticas dirigidas a reinervar zonas destrui-
das por el ácido kaínico. También se ha sugerido que 
el factor neurotrófi co derivado de cerebro confi ere 
protección al atenuar el estrés oxidativo [70, 71].

Muerte neuronal y epilepsia
La apoptosis es una forma característica de muerte ce-
lular, regida por un programa genético común en va-
rios tipos celulares. Usualmente afecta más a células 
individuales, que a todas las células de un tejido. La 
condensación del citoplasma y la reducción del volu-
men celular, acompañado de cambios en la estructura 
del núcleo, son de los primeros cambios morfológicos 
que exhiben las células al inicio del proceso apoptóti-
co. La cromatina se condensa y forma cúmulos densos 
adosados a la membrana, seguido por invaginaciones 
de la membrana nuclear, y lleva a la fragmentación 
del núcleo en estructuras membranosas con cantidades 
variables de cromatina. De manera análoga, la mem-
brana celular presenta invaginaciones que terminan por 
fragmentar la célula en racimos de vesículas de tama-
ño variable que contienen orgánulos intactos que no 
se fusionan con los lisosomas. A estas vesículas se les 
denominan cuerpos apoptóticos, que rápidamente son 
fagocitadas por células vecinas. Por lo tanto, una de las 
consecuencias fi siológicas más relevantes de la muerte 
neuronal por apoptosis es que no se libera material in-
tracelular al medio intersticial [72]. 

La muerte neuronal inducida por convulsiones no ex-
ceptúa la complejidad molecular de la muerte neuronal 
por neurodegeneraciones. Hay una gran controversia 
sobre si la muerte neuronal es apoptótica o necrótica. 
Basándose en la defi nición clásica y los criterios mor-
fológicos de la necrosis, esta constituye el mecanismo 
más frecuente por el que las células del cerebro mueren 
después de una convulsión [7-10, 13, 73].

Varios autores sustentan que la muerte neuronal indu-
cida por un estado epiléptico no es apoptótica sino ne-
crótica, con la necrosis como mecanismo dominante de 
muerte celular después de una crisis epiléptica [73, 74]. 
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Sin embargo, se ha demostrado la presencia de un com-
ponente apoptótico. Estos estudios se basan en hallazgos 
bioquímicos que establecen la participación de algunos 
miembros de la familia del gen Bcl-2 y las caspasas en 
el proceso de muerte celular después de las convulsio-
nes. Otros factores que sustentan tales hallazgos son la 
detección de fragmentos múltiples de 180 a 200 pares 
de bases con activación temprana de endonucleasas y la 
fragmentación del ADN en células destinadas a morir 
(originariamente descrita como indicador de apoptosis), 
la acumulación nuclear de p53 en neuronas vulnerables 
al ácido kaínico y el aumento de receptores de muerte 
celular y sus ligandos. Ello evidencia la intervención de 
mecanismos apoptóticos en el proceso de muerte celular 
[11-13, 75-78].

Se han descrito alteraciones en la familia de proteí-
nas Bcl-2 y en el corte proteolítico de las procaspasas 
1 y 3. Además se han detectado varios marcadores de 
muerte celular apoptótica en diferentes modelos expe-
rimentales de epilepsia: las caspasas se activan por con-
vulsiones así como los receptores de muerte neuronal y 
las proteínas de la familia del Bcl-2 [62, 76, 78-83]. Los 
niveles elevados de Bcl-2 en el suero de los pacientes 
con epilepsia del lóbulo temporal, se relacionan con la 
duración de la enfermedad, la frecuencia de las crisis y 
la severidad de la epilepsia [84].

El gen p53 fue el primer elemento regulador de la 
apoptosis identifi cado como dañado por la actividad 
convulsiva [85]. Se ha descrito su sobreexpresión, 
tanto de su ARNm como de la proteína, sustentada 
funcionalmente en que 1) la unión del ADN de p53 
ocurre después de las convulsiones [86], y 2) la expre-
sión de Bax aumenta con las convulsiones [57, 87]. 
Un inhibidor de la síntesis de p53 protege contra la 
excitotoxicidad provocada por el ácido kaínico [88]. 
Las neuronas de ratón defi cientes del p53 son resis-
tentes a las convulsiones y a la apoptosis inducida por 
excitotoxinas [89]. No obstante, las consecuencias de 
las alteraciones en el p53 en la muerte neuronal indu-
cida por convulsiones no están del todo esclarecidas, 
debido sobre todo a las múltiples vías funcionales en 
las que el p53 está implicado. En general, los datos 
apuntan a que las caspasas, el Bcl-2 y el p53 ejercen 
alguna función después de las convulsiones.

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

Un estudio de nuestro grupo de trabajo en pacien-
tes con epilepsia del lóbulo temporal farmacorresis-
tentes, avala la participación de los dos procesos de 
muerte neuronal (necrosis y apoptosis). Se evidenció 
el incremento de la inmunodetección con anexina V 
y ensayo Túnel en el tejido neocortical (Figura 2). 
Ello indicó la presencia de un proceso de muerte 
neuronal en esta área cerebral que podría ser apoptó-
tica, sin descartar la posibilidad de muerte necrótica, 
ya que el marcador Túnel+ se asocia con ambos ti-
pos de muerte. También valoramos la posibilidad de 

una fase intermedia o de continuidad entre ambos 
tipos de muerte [93]. Adicionalmente, describimos 
la presencia de un desequilibrio del sistema redox 
en estos pacientes [94], que explicaría la muerte por 
disfunción mitocondrial, causada por la despolariza-
ción de la membrana mitocondrial que ocasiona la 
muerte celular. En estudios posteriores por micros-
copía electrónica en estos tejidos detectamos células 
tanto en proceso de muerte necrótica como apoptó-
tica (Figura 3). Estas evidencias podrían ayudar en 
el desarrollo de estrategias neuroprotectoras contra 
los procesos de muerte celular que se desencadenan 
por epilepsia. 

0

10

20

30

40

50

60
***

C
él

ul
as

 T
ún

el
 +

 (
%

)

Paciente Control
0

10

20

30

40

50

60
**

C
él

ul
as

 a
ne

xi
na

 V
+

 (
%

)

Paciente Control

Figura 2. Determinación de inmunorreactividad por ensayo Túnel y contra anexina V, en pacientes 
epilépticos y controles. A) Comparación entre el porcentaje de células inmunorreactivas al ensayo 
Túnel en la capa IV de la neocorteza de pacientes con epilepsia del lóbulo temporal y un grupo control. 
El porcentaje de células Tunel+ se calculó en relación con el total de células teñidas con yoduro de 
propidio por milímetro cúbico visualizadas por doble tinción y microscopía confocal (prueba de Mann-
Whitney, *** p ≤ 0.001). B) Comparación entre el porcentaje de células inmunorreactivas a la anexina 
V en la capa IV de la neocorteza de pacientes con epilepsia del lóbulo temporal y un grupo control (no 
epilépticos). El porcentaje de células anexina V+ se calculó en relación con el total de células teñidas 
con yoduro de propidio por milímetro cúbico, visualizadas por doble tinción y microscopía confocal 
(prueba Mann-Whitney, ** p ≤ 0.01).
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Figura 3. Imágenes de tejido neocortical tomadas con un microscopio electrónico. A) Neurona normal. 
B) Neurona en proceso de muerte necrótica. C y D) Neuronas en proceso de muerte apoptótica. La 
barra equivale a 500 nm.
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Conclusiones
Son múltiples los hallazgos en torno a la epilepsia, 
debido fundamentalmente a la diversidad de mode-
los experimentales que se utilizan y a la difi cultad 
de reproducir fi elmente todas las características de la 
enfermedad. Los estudios en humanos se han efectua-
do en diferentes localizaciones del foco epileptogé-
nico, tiempo de evolución, tipo y edad de inicio de 
las crisis, entre otros aspectos. Se requieren nuevos 
estudios para caracterizar completamente la acción de 
estos mecanismos de muerte celular en los procesos 
convulsivos, y establecer una vía de interacción que 
atenúe el daño ocasionado por la epilepsia. La fi gura 4 
resume los mecanismos de excitotoxicidad propuestos 
para las enfermedades neurológicas. 

Las vías de señalización y la función de la excito-
toxicidad se han estudiado exhaustivamente desde los 
años 70. Sin embargo, aún parece limitado el conoci-
miento sobre la excitotoxicidad en el SNC, los meca-
nismos moleculares y los sitios de acción. Con el fi n de 

una intervención oportuna para retardar el desarrollo 
de afecciones como la epilepsia, deben ser cuidadosa-
mente evaluados tanto la función esencial de la muerte 
neuronal como los mecanismos que se potencian con 
la sobreactivación de los receptores para glutamato en 
las enfermedades neurológicas. Los actuales hallazgos 
revelan que en la epilepsia farmacorresistente con-
vergen procesos excitotóxicos y de muerte neuronal 
apoptótica y necrótica.
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ABSTRACT
Epilepsy is a recurrent, often progressive neurological disorder with a chronic evolution, affecting 1 to 2 % of the 
world population. Research with experimental models and imaging analysis of diseased patients have been used to 
show that recurrent episodes produce oxidative stress, most of which is related to neuronal excitability phenomena. 
It is known that the excessive stimulation of glutamate receptors results in neurotoxicity; a process that, under the 
denomination of excitotoxicity, is thought to constitute the principal cellular death mechanism behind different dis-
orders of the central nervous system, including epilepsy. Paradoxically, although the signaling pathways, molecular 
mechanisms and sites of action of excitotoxicity have received considerable attention since the 1970s, little is known 
about their relevance to CNS disorders. Further detail is necessary about the fundamental role of neuronal death 
and the mechanisms, particularly those relevant to neurological pathogenesis, that are engaged whenever gluta-
mate receptors are excessively stimulated, as the results would aid considerably the development of timely clinical 
interventions delaying the evolution of these disorders. We review clinical and experimental data on the relevant 
alterations of the glutamatergic system, cell death pathways, and the activation of caspases and members of the 
Bcl-2 gene family involved in the process as modulators of cell death during epilepsy. The fi ndings support the hy-
pothesis that excitotoxic processes as well as both apoptotic and necrotic neuronal cell death phenomena converge 
in drug-resistant epilepsy.

Keywords: excitotoxicity, apoptosis, necrosis, epilepsy
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RESUMEN
Excitotoxicidad y muerte neuronal en la epilepsia. La epilepsia es una afección neurológica de evolución crónica, 
recurrente, casi siempre progresiva, que afecta del 1 al 2 % de la población mundial. Modelos experimentales y 
estudios de imágenes neurológicas de pacientes con este padecimiento muestran que las crisis recurrentes provo-
can estrés oxidativo, relacionado fundamentalmente con la excitabilidad neuronal. La estimulación excesiva de los 
receptores de glutamato induce neurotoxicidad, un proceso que se ha defi nido como excitotoxicidad. Se considera 
que este puede ser el principal mecanismo de muerte celular en numerosas afecciones del sistema nervioso central, 
incluida la epilepsia. Desde los años 70 se han estudiado con profundidad las vías de señalización, los mecanis-
mos moleculares y los sitios de acción relacionados con la excitotoxicidad; aunque de forma muy limitada en las 
enfermedades del sistema nervioso central. En particular, deberán evaluarse con especial cuidado la función crucial 
de la muerte neuronal y los mecanismos que se potencian con la sobreactivación de los receptores de glutamato, 
principalmente los relativos a las enfermedades neurológicas, con el fi n de intervenir de manera oportuna para 
retardar el desarrollo de estas afecciones neurológicas. Se repasan las evidencias clínicas y experimentales sobre 
las alteraciones del sistema glutamatérgico, las vías de muerte celular, la activación de las caspasas y de la familia 
de genes Bcl-2 involucrados, como moduladores de la muerte celular en la epilepsia. Tales hallazgos sustentan que 
en la epilepsia farmacorresistente convergen procesos excitotóxicos y de muerte neuronal apoptótica y necrótica.

Palabras clave: excitotoxicidad, apoptosis, necrosis, epilepsia

Introduction
Glutamate receptor-mediated excitotoxicity not only 
plays an important role in neural development, differ-
entiation and synaptic plasticity [1, 2], but is regarded 
as the principal mechanism for cell death in a num-
ber of disorders of the central nervous system (CNS), 
including brain trauma, neurodegenerative disorders 
and epilepsy [3-6].

Glutamate is the ultimate excitatory neurotrans-
mitter of mammalian CNS. Accurate control of glu-

tamatergic neurotransmission is of paramount impor-
tance, due to its involvement in both excitotoxic cell 
death and neural signaling [2]. Early descriptions of 
excitotoxicity-mediated cell death mentioned increas-
es in cell volume, vacuolization of the cytoplasm and 
loss of membrane integrity; all of which are consistent 
with a necrotic mechanism for this event [7-10]. Later 
evidence, however, has demonstrated that this process 
can also be associated with apoptotic hallmarks such 
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as the degradation of DNA at internucleosomal sites 
and the activation of caspases [11-13]. In addition, re-
cent publications have pointed at autophagy, induced 
as the result of sustained cellular stress, as the mecha-
nism behind excitotoxicity-induced non-apoptotic cell 
death [2]. Increased glutamate receptor activity levels 
would, therefore, induce the expression of pro-apop-
totic proteins such as p53, leading to cell damage and 
death mediated by apoptosis or autophagy [14-16]. 
The latter would be induced as a response to acute 
excitotoxic damage [17, 18].

Despite the large body of knowledge accrued on the 
signaling pathways and the sequence of events taking 
place during excitotoxicity, little is known about its 
role in the CNS or the molecular mechanisms underly-
ing its effects. It is clear, however, that far from being 
a uniform process, excitotoxic cell death in the brain 
actually represents a continuum going from necrosis 
to apoptosis and autophagy. This review discusses the 
cellular and molecular mechanisms of excitotoxicity 
and its effect on the process of neuronal death taking 
place during epilepsy.

Concept of excitotoxicity
A number of different experimental and clinical find-
ings on the potential toxicity of excitatory amino acids 
have provided the foundation for excitotoxic theory, 
which postulates the existence of a direct link between 
neuronal degeneration and glutamate receptor hyper-
sensitivity or excessive levels of endogenous gluta-
mate [19]. Excitotoxicity is therefore a mechanism 
promoting cell death through the hyper activation of 
glutamatergic receptors or its analogues. This hyper 
activation leads to excess calcium (Ca2+) inflow to the 
cell, where this ion is sequestered inside mitochon-
dria, leading to metabolic dysfunction, the generation 
of free radicals, the activation of proteases, phospho-
lipases, endonucleases, nitric oxide synthase, and the 
inhibition of protein synthesis [20]. 

For calcium homeostasis to be lost, regulatory 
mechanisms for this ion, including the calcium pump, 
the sodium/calcium (Na+/Ca2+) exchanger and calci-
um buffering proteins, must first be overflowed. Once 
these systems saturate, excess calcium accumulates 
inside the mitochondrial matrix. This accumulation 
depolarizes the mitochondrial membrane by two dif-
ferent mechanisms: first, the increased concentration 
of positive ions in the mitochondrial matrix decreases 
the chemo-osmotic potential across the membrane 
(leading in turn to reduced rates of adenosine triphos-
phate (ATP) synthesis), and second, the activation of 
mitochondrial transition pores (a mechanism normally 
used to shunt calcium back to the cytosol), which can 
lead to irreversible membrane depolarization if cal-
cium unbalance is prolonged [21, 22]. High calcium 
concentrations in the mitochondrial matrix also pro-
mote the generation of free radicals, which promote 
the peroxidation of membrane lipids, the synthesis of 
nitric oxide and the activation of enzymes involved in 
the catabolism of proteins, phospholipids and nucleic 
acids. In addition, nitric oxide can act as a retrograde 
messenger, further contributing to the excitotoxic ef-
fect of glutamate by enhancing its release from pre-
synaptic terminals [23] (Figure 1).

Additional contributions to cellular damage are pro-
vided by the activation of nitric oxide synthase, whose 

reaction products react with superoxide anions to 
yield peroxynitrite, and the activation of poly-adenos-
ine diphosphate ribose-polymerase (PARP), triggered 
by free radical-mediated DNA damage [24, 25]. 

Excitotoxicity and epilepsy
There is evidence supporting the hypothesis that the 
neurodegenerative changes associated with human 
epilepsy arise from persistent discharges in the glu-
tamate pathway. The mechanism is relatively simple: 
excess glutamate release leads to repeated depolariza-
tion-repolarization cycles in glutamate terminals, un-
til glutamate reaches toxic concentrations and, finally, 
the excitotoxic degeneration of post-synaptic neurons 
takes place [26, 27].

Micro-dialysis studies in humans and animal mod-
els have demonstrated an association between pro-
longed convulsive activity and the duration of the 
epileptic episode due to significant increases in gluta-
mate levels [28]. It is well known that neuronal over 
excitation by glutamate can trigger epileptic seizures, 
and that the effect of directly applying glutamate to 
the amygdala is similar to that of propagated activa-
tion [29]. Using agonists of the α-amino-3-hydroxy-
5-methyl-4-isoxazolpropionic acid receptor has been 
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Figure 1. Mechanism for excitotoxicity. The sustained activation of N-methyl-D aspartate receptors 
(NMDAR) due to abnormally high glutamate (Glu) concentrations leads to a massive inflow of calcium 
to the cell, which activates lytic enzymes as well as nitric oxide synthase (NOS). Mitochondrial damage, 
together with increased concentrations of arachidonic acid, increases the generation of reactive oxygen 
species, eventually leading to cell death due to biomolecule damage and the activation of apoptotic 
death programs. Energy deficits also contribute to the degenerative process, perpetuating membrane 
depolarization by cutting short energy supply to the sodium/potassium pump (Na/K ATPase) and 
keeping NMDAR in an active state, thus sensitizing the cell to the normal glutamatergic afferences 
of the brain cortex.
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shown to delay the development of propagated activa-
tion at the amygdala in mice [30]. 

The activation of N-methyl-D-aspartate receptors 
is a mediator of cell death during the epileptic state 
[31], and the use of MK-801, an antagonist for this 
receptor, prevents the occurrence of spontaneous sei-
zures in animal models [32]. Kainate receptors, spe-
cifi cally the GluR6 subunit, are known to participate 
in epileptogenesis as inducers [33, 34]. 

In general, excitotoxic damage to the neurons of 
epileptic patients is mediated by excessive calcium in-
fl ow during seizures [35]. The resulting high levels of 
calcium trigger a sequence of events that includes the 
activation of nitric oxide synthase, thereby interfering 
with oxidative metabolism and generating free radi-
cals that ultimately damage the neuronal membrane. 
Pro-caspases are activated likewise, and neuronal 
death eventually takes place by necrosis, apoptosis or 
autophagy.

Excitotoxicity in experimental models 
of epilepsy
The limitations for studying epilepsy in humans have 
led to the development of experimental models repro-
ducing this condition. It should be noticed, however, 
that existing models fail to accurately reproduce the 
behavioral manifestations of this disease, especially in 
the case of motor alterations.

Animal epilepsy models are classifi ed as either 
acute or chronic. The former are implemented through 
the delivery of convulsant drugs or the application of 
electrical stimulation; the latter, while harder to im-
plement, provide a closer approximation to the phys-
iopathology of this disorder in humans, although both 
are capable of producing partial and generalized sei-
zures. In addition, true epilepsy models reproduce the 
recurrence of ictal manifestations characterizing this 
disease in humans. The ultimate challenge when using 
experimental models to study epilepsy is to determine 
which, of the many alterations stemming from a spe-
cifi c brain injury, is causally linked to the subsequent 
development of epilepsy. 

Oxidative stress plays an important role in cellu-
lar damage and death induced by recurrent seizures. 
The free radicals generated during oxidative stress 
have long been acknowledged as part and parcel of 
excitotoxicity, due in part to the fact that prolonged, 
sustained seizures generate macromolecular damage 
in the cells that is related, above all, to neuronal excit-
ability.

Animal models have been used to study two specif-
ic types of epileptic events: prolonged (20 to 30 min) 
febrile crises and long epileptic seizures (5 to 6 h), the 
latter induced through the systemic delivery of cho-
linergic agonists (pilocarpine) or by unilateral injec-
tion of glutamatergic agonists into the hippocampus 
of experimental rats (kainic acid, a glutamate analog). 
Using models of febrile crises, neonatal hypoxia and 
spasms, it has been possible to demonstrate that devel-
oping neurons are less vulnerable to cellular damage 
and survive much better than fully grown neurons. For 
instance, the hippocampal neurons of animals with 
immature brains placed under an anoxic environment 
continue to react to synaptic stimuli for a longer time 
and require more prolonged exposures to completely 

and irreversibly destroy their neural circuits [36]. 
Immature brains also appear to be more resistant to 
the toxic effects of glutamate than mature ones [37]. 
Mark et al. [38] demonstrated that the amount of cal-
cium entering a pyramidal neuron is directly related 
to the animal’s age: during the fi rst three days of life, 
glutamate increases calcium concentration only by 
marginal amounts; however, in days 21 to 25 there is 
a marked increase in intracellular calcium concentra-
tion and soma volume, while dendrites retract. This 
relatively higher resistance stems from a lower densi-
ty of active synapses, lower energy requirements and, 
in general, the relative immaturity of the biochemical 
cascades leading to cell death, explaining why young 
individuals are less vulnerable than adults to the cell 
loss taking place after prolonged epileptic seizures 
[39-41].

The most popular models of excitotoxicity em-
ploying adult animals are those based on the use of 
kainic acid and pilocarpine. These are models of epi-
lepsy of the temporal lobe, induced by the unilateral 
or systemic injection of these compounds at convul-
sant doses, causing excitotoxic damage at the pyra-
midal neurons of hippocampus and the hilar region. 
Damage depends on dosage, species and line of the 
animal, but the result in all cases is neuronal death at 
vulnerable regions, the proliferation of astrocytes and 
increased glial fi bers. For these reasons, the models 
based on systemically administering kainic acid or 
pilocarpine are widely used for studying generalized 
tonic-clonic convulsions or the epileptic state, whose 
neuroanatomical substrate is temporal mesial sclero-
sis [42-46]. 

One of the fi rst changes taking place after the in-
jection of kainic acid is the induction of messenger 
RNA (mRNA) coding for heat shock proteins (HSPs) 
of varying molecular weights (HSP27, HSP70 and 
HSP72), whose expression levels increase conse-
quently. HSP72, particularly, is constitutively ex-
pressed in the mammalian brain, and exhibits in-
creased concentrations among sensitive neuronal 
populations of the hippocampus [47]. The expression 
of these chaperones seems to prevent the misfolding 
of newly synthesized proteins in kainic acid-vulner-
able populations. During the two weeks following 
administration of the convulsant, these proteins are 
transported to the most distal zones along dendrites 
and axons. Both HSP70 and HSP72 have been shown 
to play a protective role in this process, although 
they are unable to rescue damaged cells from excito-
toxic death. While the overexpression of HSP27 and 
HSP70 in vivo protects from excitotoxic damage [47, 
48], excessively high levels of HSP72 can be noxious 
to the cell [49-51]. 

Three to fi ve hours after the injection of kainic acid, 
mRNA coding for cFos and cJun are also induced, 
increasing the concentrations of their respective pro-
teins at vulnerable regions of the hippocampus and 
dentate gyrus [52]. cFos immunoreactivity at the den-
tate gyrus disappears after six hours, but remains high 
at the hippocampus, suggesting an association of cell 
death with high cFos levels. However, a prolonged 
increase in cFos is poorly predictive, and is not a nec-
essary condition for neuronal excitotoxic damage to 
take place [53, 54]. cJun levels have also been found 
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to be high at the hippocampus and the dentate circum-
volution for 24 hours after an epileptic seizure. The 
meaning of this increase is unclear, as cJun is consid-
ered both a marker of delayed cell death after epileptic 
seizures, and a potential marker for neuronal survival 
upon excitotoxic damage [52].

Regarding signaling mechanisms across the cell 
membrane, it has been observed that tissue plasmino-
gen activator (tPA), an extracellular serine protease, 
appears to be necessary for cell death to take place, 
as knock-out tPA or plasminogen mice are relatively 
resistant to excitotoxicity. This effect seems to be 
mediated by the interaction of tPA with laminin, an 
extracellular matrix protein [55]. In addition, it has 
been shown that increases in the expression of the spe-
cifi c Fas receptor ligand (FasL) at hippocampus and 
granule cells of the dentate gyrus, three hours after 
the injection of kainic acid, are related with signal-
ing across the cell membrane [56]. FasL expression 
at the granule cells of the dentate gyrus decreases six 
hours after the administration of kainic acid, although 
FasL immunoreactivity remains high at the hippocam-
pus. The relevance of the latter fi nding is highlighted 
by the fact that binding of FasL to Fas activates its 
death domain, to which the Fas-associated death do-
main (FADD) then binds, activating in turn caspase 8, 
which acts upon effector caspases leading to cell death 
by apoptosis. The availability of Fas transgenic mice 
has been invaluable for examining the role of the Fas/
FasL system in excitotoxic cell death signaling [56]. 

The role of members of the bcl-2 gene family in this 
process remains to be elucidated. A preliminary study 
observed reductions in the concentration of the Bcl-2 
protein and increases in Bax mRNA in mouse hip-
pocampus after the systemic administration of kainic 
acid [57]. Finer studies employing Northern blotting 
have detected that Bax mRNA (but not those coding 
for Bcl-2 and Bcl-x) is induced from hour 6 to 24 at 
the hippocampus of rats receiving kainic acid. The 
hippocampal concentration of Bcl-2, Bcl-x and Bax, 
measured by Western blotting and immunohistochem-
istry, is similar in cells that eventually die and in sur-
vivors [58]. Possibly, the effects exerted by members 
of the Bcl-2 family do not depend on global changes 
at the protein level, but rather on changes of their 
subcellular location. Apoptotic cell signaling through 
the mitochondrial pathway is triggered by Bax bind-
ing to the mitochondrial membrane and the release of 
cytochrome c to the cytosol, followed by binding to 
the apoptotic protease activation factor Apaf1 in the 
presence of ATP as well as the activation of caspase 9, 
which in turn activates different effector caspases. The 
mechanism whereby cytochrome c is released from 
the mitochondria into the cytosol remains unclear, but 
seems to require an interaction between Bcl-2, Bcl-x, 
Bax, and voltage-dependent ion channels controlling 
the release of cytochrome c. It has been argued that 
the Bax/Bcl-2 ratio plays an essential role in deter-
mining whether the cell enters apoptosis [59].

Excitotoxicity resulting from the intraperitone-
ally delivery of kainic acid also induces the caspase 
3 mRNA and increases procaspase 3 levels in some 
neurons at vulnerable regions of the hippocampus 
[60, 61]. Some neurons express the active (cleaved-off) 
17 kDa fragment of caspase 3 [62], demonstrating the 

involvement of caspases in at least some hippocampal 
neurons and, therefore, the existence of an apoptotic 
component for cell death in hippocampal subpopula-
tions. It should be noted, however, that Western blot-
ting experiments have demonstrated the presence of 
PARP bands of 89 kDa and lower molecular weights, 
evidencing that fragmentation of the latter also in-
volves proteases other than caspases and suggesting 
indiscriminate death by necrosis [61].

One result of excitotoxic damage affecting prefer-
entially hilar region cells [63] is that mossy fi bers from 
the granule cells of the dentate gyrus become discon-
nected from their targets. This differentiation results 
in the sprouting of mossy axonal branches along the 
supragranular region and the molecular layer of the 
dentate gyrus [64, 65]. However, fi ber sprouting af-
ter seizures is less evident in young animals [10, 66]. 
Fiber sprouting is associated with the expression of 
GAP-43 at the supragranular layer during the fi rst 
week, and at the entire molecular layer after a month 
[67]. An increase of the 25 kDa synaptosome-associ-
ated protein (SNAP25) has been detected at neurons 
and the molecular layer of the dentate gyrus during 
the days following kainic acid-induced excitotoxic 
injuries [68, 69]. The participation of specifi c trophic 
signals in the development of these aberrant connec-
tions seems likely, but their function remains conten-
tious. Brain-derived neurotrophic factor, as well as 
the TrkB receptor in dentate gyrus neurons, possibly 
modulate the trophism of these cells during the forma-
tion of plastic ramifi cations to re-innervate the zones 
destroyed by kainic acid. It has also been suggested 
that brain-derived neurotrophic factor plays a protec-
tive role by attenuating oxidative stress [70, 71].

Neuronal death and epilepsy
Apoptosis is a characteristic form of programmed 
cell death that is under control of a common genetic 
program across differing cell types. It is usually trig-
gered at the level of individual cells, rather than at 
the level of entire tissues. Among the fi rst morpho-
logical changes cells exhibit when the apoptotic pro-
cess starts are the condensation of their cytoplasm 
and cell shrinkage, together with changes in nuclear 
structure. Chromatin is condensed and forms dense, 
compact patches against the nuclear envelope, after 
which the latter forms invaginations and the nucleus 
is fragmented into membranous structures containing 
variable amounts of chromatin. In a similar manner, 
the cell membrane starts producing blebs and ends 
up fragmented in clusters of variable-sized vesicles 
containing intact organelles that are not fused with 
lysosomes. These vesicles, denominated apoptotic 
bodies, are quickly phagocytosed by neighboring 
cells. One of the most physiologically relevant con-
sequences of neuron death by apoptosis is, therefore, 
that no intracellular material is released to the inter-
stitial milieu [72]. 

Seizure-induced neuronal death does not negate the 
molecular complexity of neural death due to neuro-
degeneration. Whether neuronal death is apoptotic or 
necrotic remains controversial. Based on the classical 
defi nition and the morphological features typical of ne-
crosis, this constitutes the most frequent mechanism of 
death for brain neurons after a seizure [7-10, 13, 73], 
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and many authors argue that neuronal death by necro-
sis is the dominant post-seizure cell death mechanism 
[73, 74]. However, the involvement of apoptosis can-
not be readily dismissed, as biochemical studies have 
established that members of the Bcl-2 family and cas-
pases are involved in post-seizure cell death. In ad-
dition, DNA fragments whose sizes are multiples of 
180-200 base pairs, early endonuclease activation and 
DNA fragmentation (originally described as apoptotic 
hallmarks) have all been found in cells programmed 
to die, and p53 has been shown to accumulate at the 
nucleus of kainic acid-vulnerable neurons, concur-
rently with increases in the concentration of cell death 
receptors and their ligands. Apoptotic mechanisms 
are, therefore, involved in the process of cell death 
[11-13, 75-78].

Alterations in the Bcl-2 family of proteins and the 
proteolytic cleavage of pro-caspases 1 and 3 have 
been described, in addition to the detection of sev-
eral markers of apoptotic cell death in different ex-
perimental models of epilepsy: caspases are activated 
by seizures, as are neuronal death receptors and Bcl-2 
family members [62, 76, 78-83]. Increases in serum 
Bcl-2 for patients with temporal lobe epilepsy have 
been found to correlate with the duration of the dis-
ease, seizure frequency and disorder severity [84].

Gene p53 was the fi rst apoptotic regulator found 
to be damaged by seizures [85]. It has been shown 
that levels of both its mRNA and the protein itself in-
crease, based functionally on 1) the binding of p53 to 
DNA takes place after the seizures [86], and 2) the 
expression of Bax increases with the seizures [57, 87]. 
A known inhibitor of p53 synthesis has been shown 
to protect against kainic acid excitotoxicity [88]. p53-
deffi cient mouse neurons are resistant to seizures and 
apoptosis induced by excitotoxins [89]. However, the 
consequences of p53 alterations on seizure-induced 
neuronal death are not completely clear, due to the 
multiple roles of p53. In general, the data support that 
caspases, Bcl-2 and p53 all get involved in some form 
after seizures.

We have discussed the classical division into apop-
tosis or necrosis; two processes that can take place 
independently, sequentially and even simultaneously 
[79, 90], depending on stimulus type and intensity. A 
model is suggested providing continuity between the 
classical apoptotic cascade mediated by caspases and 
cellular necrosis or lysis [91]. Intermediate scenarios 
would be 1) programmed cell death, similar to apop-
tosis, 2) caspase-independent cell death and 3) pro-
grammed cell death, similar to necrosis. This criterion 
is important, especially for analyzing cell death during 
neurological processes [92].

A study performed by our group on drug-resistant 
temporal lobe epilepsy patients demonstrated the in-
volvement of both neuronal death processes (necrosis 
and apoptosis), as evidenced by increased immunore-
activity to Annexin V and by the results of a Tunnel 
assay in neocortical tissue (Figure 2). This indicated 
that cell death in this brain area might be apoptotic, 
without dismissing the possibility of necrotic cell 
death, as the Tunnel+ marker has been shown to as-
sociate with both processes [93]. In addition, we dem-
onstrated the presence of redox unbalances in these 
patients [94], a phenomenon that would lead to cell 

death due to mitochondrial dysfunction caused by 
mitochondrial membrane depolarization. During later 
studies by electron microscopy, we were able to ob-
serve both necrotic and apoptotic cells in these tissues 
(Figure 3). These evidences may help in the devel-
opment of neuroprotective strategies against the cell 
death processes triggered by epilepsy. 

Conclusions
Contradictory fi ndings regarding epilepsy abound in 
the experimental literature, due among other causes 
to the many models currently in use and diffi culties 
inherent to trying to reproduce all the characteristics 
of this disease in different species. Studies in humans 
have targeted different locations of epileptogenic foci, 
times of evolution of the disorder, type and age at fi rst 
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Figure 2. Tunnel assay and immunoreactivity for Annexin V in epileptic patients and healthy controls. 
A) Percentage of immunoreactive Tunnel+ cells in layer IV of the neocortex of temporal lobe epilepsy 
patients and a control group, calculated with the number of propidium iodide-stained cells per cubic 
milliliter as the total, as determined by double staining and confocal microscopy (Mann-Whitney’s 
test, *** p ≤ 0.001). B) Percentage of cells immunoreactive to Annexin V in layer IV of the neocortex 
of temporal lobe epilepsy patients and a non-epileptic control group, calculated with the number of 
propidium iodide-stained cells per cubic milliliter as the total, as determined by double staining and 
confocal microscopy (Mann-Whitney’s test, ** p ≤ 0.01).
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Figure 3. Images of neocortical tissue taken under an electronic microscope. A) Normal neuron. B) 
Neuron undergoing necrotic death. C and D) Neurons undergoing apoptotic death. The black bar is 
equivalent to 500 nm.
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seizure and other parameters. Further research is un-
doubtedly required to completely characterize the ac-
tion of these cell death mechanisms during seizures, 
in order to establish an interaction procedure that can 
attenuate epileptic damage (Figure 4) summarizes the 
proposed mechanisms for excitotoxicity during neu-
rological disorders. 

Although the signaling pathways and sequence 
of events taking place during excitotoxicity have 
been extensively studied since the 1970s, knowledge 
about excitotoxicity in the CNS, its molecular mech-
anisms and action sites is still lacking. Careful evalu-
ations of the essential roles of both neuronal death 
and the mechanisms recruited during overexcitation 
of glutamate receptors in neurological disorders are 

necessary to devise timely clinical interventions that 
can delay the development of diseases such as epi-
lepsy. The most recent findings have demonstrated 
the convergence of excitotoxic processes together 
with apoptotic and necrotic neuronal death in drug-
resistant epilepsy.
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