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RESUMEN 
Cuando se produce un daño en el sistema nervioso central (SNC), las células 

gliales, como los astrocitos y la microglía, sufren una transformación adaptativa, 

denominada gliosis reactiva, que se caracteriza por un aumento en la liberación de 

factores pro- y antiinflamatorios. Además, los astrocitos y la microglía aumentan su 

actividad fagocítica tras la lesión, lo que facilita la reparación del tejido dañado. 

Aunque en principio la gliosis favorece el retorno a la homeostasis del tejido nervioso 

dañado, en ciertas condiciones puede producirse una respuesta glial incontrolada, por 

ejemplo en situaciones de neuroinflamación crónica, lo que llega a producir un 

aumento en el daño tisular. Y por este motivo en ocasiones es necesario controlarla. 

Los estrógenos son sustancias producidas por nuestro organismo tanto en la 

periferia como en el SNC. Aunque estas hormonas tienen efectos neuroprotectores, su 

utilización en clínica está limitada debido al aumento del riesgo de padecer cáncer de 

mama, endometrio y ovarios. Una alternativa al uso de estrógenos como agentes 

neuroprotectores son algunos esteroides sintéticos, utilizados actualmente para el 

tratamiento de los síntomas de la menopausia, como la tibolona. Este esteroide sufre 

una metabolización específica en cada tejido y sus metabolitos tienen afinidad por los 

receptores de estrógeno, de progesterona y de andrógenos.   

Estudios previos in vitro sugieren que la tibolona tiene acciones protectoras en 

células neurales. En este estudio se ha analizado su acción protectora en un modelo 

murino de lesión cerebral, con particular énfasis en su acción sobre la gliosis reactiva. 

Nuestros estudios se han complementado con un análisis in vitro sobre los 

mecanismos de acción de la tibolona en astrocitos y microglía. Nuestros resultados 

indican que la tibolona modula la respuesta de astrocitos y microglía y aumenta la 

supervivencia neuronal en la corteza cerebral lesionada. El análisis de las acciones de la 

tibolona in vitro sugiere acciones directas sobre las células gliales mediadas por 

receptores de estrógeno y andrógenos. Además, nuestros resultados indican que este 

esteroide regula la actividad fagocítica de astrocitos y microglía, lo cual podría 

contribuir a su acción neuroprotectora in vivo. 
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ABSTRACT 
When damage occurs in the central nervous system (CNS), glial cells, such as 

astrocytes and microglia, undergo an adaptive transformation, characterized by 

increased release of pro- and anti-inflammatory factors, referred to as reactive gliosis. 

In addition, astrocytes and microglia increase their phagocytic activity after injury, 

facilitating the repair of damaged tissue and the return to homeostasis. However, 

certain conditions, such as chronic neuroinflammation, lead to uncontrolled glial 

responses and tissue damage. For this reason, regulation of glial responses in these 

circumstances is key. 

Estrogens are naturally produced hormones, both in the periphery and in the 

CNS. Although they have been reported to have neuroprotective effects, their clinical 

use is limited due to the increased risk of breast, endometrial and ovarian cancer. An 

alternative to the use of estrogens as neuroprotective agents are some synthetic 

steroids, such as tibolone, currently used for the treatment of menopausal symptoms. 

Tibolone is a tissue-specific steroid and its metabolites have affinity for estrogen, 

progesterone and androgen receptors. 

Previous in vitro studies suggest that tibolone has protective actions in neural 

cells. In this study, its protective action was analyzed in a mouse model of brain injury, 

with particular emphasis on its action on reactive gliosis. Our studies have been 

complemented with an in vitro analysis on the mechanisms of action of tibolone in 

astrocytes and microglia. Our results indicate that tibolone reduces the response of 

astrocytes and microglia and increases neuron survival in the injured cerebral cortex. 

Analysis of the actions of tibolone in vitro suggests direct actions on glial cells 

mediated by estrogen and androgen receptors. In addition, our results indicate that 

this steroid regulates the phagocytic activity of astrocytes and microglia, which could 

contribute to its neuroprotective action in vivo. 
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P2Y6 Receptor plaquetario purinérgico 6

PAMPs Patrones moleculares asociados a patógenos (del inglés, Pathogen-

Associated Molecular Patterns)

PB Tampón fosfato (del inglés, Phosphate Buffer)

PFA Paraformaldehído

PI3K Fosfoinositol-3-kinasa

PR Receptor de progesterona (del inglés, Progesterone Receptor)

qPCR Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa (del inglés, 

quantitative Polymerase Chain Reaction)

RANTES CCL5 (del inglés, Regulated on Activation, normal T cell Expressed 

and Secreted)

ROS Especies reactivas de oxígeno (del inglés, Reactive Oxygen Species) 

RPMI 1640 Medio de cultivo del Instituto Roswell Park Memorial 1640 (del 

inglés, Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium)

RT-qPCR Reacción en cadena de la polimerasa acoplada a retrotranscripción

SERM Modulador selectivo de los receptores de estrógenos (del inglés, 

Selective Estrogen Receptor Modulator)

SNC Sistema Nervioso Central 

Sphk1 Kinasa 1 de esfingosina (del inglés, SPHingosine Kinase 1)

STAT Transductor de señal y activador de la transcripción (del inglés, 

Signal Transducer and Activator of Transcription)

STEAR Modulador de la actividad estrogénica dependiente del tejido (del 

inglés, Selective Tissue Estrogen Activity Modulator)

TGF-β Factor de crecimiento transformador β (del inglés, Transforming 

Growth Factor β)

Tib Tibolona

TLR Receptor de tipo Toll (del inglés, Toll-Like Receptor)

TNF-α Factor de necrosis tumoral α (del inglés, Tumor Necrosis Factor α)
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TREM2 Receptor desencadenador expresado en célula mieloides 2 (del 

inglés, Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells 2)
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1.GLIOSIS REACTIVA 

El sistema más sensible y preciso de defensa frente a traumatismos, bacterias y 

virus es el sistema inmune, el cual se extiende por todo el cuerpo. Aunque hasta hace 

unas décadas se pensaba que el cerebro, al tener la barrera hematoencefálica (BHE), 

era un órgano privilegiado que no necesitaba al sistema inmune, y por eso se pensaba 

que carecía de él [1], actualmente este concepto ha cambiado, y se sabe que el 

cerebro responde a los ataques externos e internos activando células especializadas 

como la glía, produciendo así una gliosis reactiva que va a desencadenar lo que 

conocemos como neuroinflamación. La neuroinflamación reestablece la homeostasis 

en el SNC frente a las distintas agresiones, como pueden ser una lesión, un 

traumatismo, hipoxia o infecciones bacterianas y víricas. En la respuesta 

neuroinflamatoria participan numerosas células, entre las que cabe destacar las células 

gliales, las endoteliales y las neuronas. Debido a que la barrera hematoencefálica 

aumenta su permeabilidad cuando hay algún daño, las células del sistema inmune 

periférico, principalmente monocitos, macrófagos, células dendríticas y linfocitos T, 

también pueden entrar en el cerebro en estas circunstancias [2, 3].

Muchas enfermedades del sistema nervioso, como la depresión, la enfermedad 

de Alzheimer, el autismo, la enfermedad de Parkinson o la esclerosis múltiple, cursan 

con inflamación exacerbada o una incorrecta respuesta del sistema inmune en el SNC, 

y se considera que la progresión más o menos grave de estas enfermedades podría 

estar estrechamente relacionada con los procesos inflamatorios [4]. Así, un incorrecto 

control de la neuroinflamación, como sucede cuando aparece sin ningún motivo 

aparente, como en enfermedades autoinmunes, o cuando se prolonga mucho en el 

tiempo, hace que la respuesta inflamatoria sea demasiado agresiva, produciendo 

numerosos factores proinflamatorios como la interleuquina 6 (IL-6), la interleuquina 1β

(IL-1β) y el factor de necrosis tumoral (TNFα), contribuyendo así a la aparición de las 

enfermedades previamente descritas [5].
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Figura 1. Resumen de los procesos celulares activados tras una lesión cerebral. 
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Por este motivo, la neuroinflamación es un proceso altamente regulado por 

numerosos factores y células, entre las que se encuentran la microglía y los astrocitos. 

1.1 Microglía 

La microglía es considerada la célula inmune específica del cerebro. El origen de 

estas células es mesodérmico y se infiltran en el SNC durante la gestación del embrión. 

En ratones ya hay un conjunto de macrófagos en el saco embrionario en E8.5 y se han 

detectado precursores de microglía en la base del cuarto ventrículo en E13. En 

humanos se han encontrado células parecidas a las de microglía en la semana 13 de 

gestación, pero hasta la semana 21 no se encuentran células ramificadas.  

Las células de microglía son muy importantes durante el desarrollo neural. Una 

de las funciones que tienen durante el desarrollo es la de hacer la poda sináptica, que 

consiste en eliminar botones sinápticos defectuosos, inmaduros o redundantes. Se ha 

demostrado que la alteración de esta función de la microglía durante el desarrollo 

puede contribuir a la aparición de patologías en el adulto, como son el autismo, la 

depresión o las dificultades en el aprendizaje, debido a la falta de eliminación de 

conexiones neuronales inapropiadas entre la corteza y el hipocampo [6-9].

Además de su papel en las etapas de desarrollo, la microglía tiene también 

funciones importantes a lo largo de toda la vida del organismo. Cuando no hay ningún 

daño en el SNC, la microglía tiene un fenotipo no reactivo, que se caracteriza por un 

soma reducido y largas prolongaciones que detectan cualquier daño o alteración que 

se produce en el tejido nervioso. Aunque a este fenotipo también se le llama inactivo o 

en reposo, aquí la microglía cumple varias funciones fisiológicas que son necesarias 

para el buen funcionamiento cerebral. Sus prolongaciones celulares con forma de 

filopodio, se están creando y retirando continuamente escaneando todo el ambiente 

que les rodea [10]. En estas prolongaciones se expresa el receptor de quimioquina 1 

con motivo C-X-C (CX3CR1), un receptor de quimioquinas expresado en el cerebro 

únicamente por la microglía y que es activado por la fractalquina o ligando de 

quimioquina 1 con motivos C-X3-C (CX3CL1), la cual es expresada por las neuronas. 

Mediante este receptor la microglía vigila el estado de las conexiones neuronales, 
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siendo capaz no solo de actuar en caso de un daño, sino también de modular y 

mantener una vigilancia dinámica y constante de todos los circuitos [11].

Cuando detecta cualquier problema en el cerebro, ya sea la entrada de alguna 

bacteria, un daño tisular, o la rotura de un vaso, la microglía cambia su fenotipo a uno 

que llamaremos fenotipo activado o reactivo, caracterizado por unas prolongaciones 

citoplasmáticas más cortas y un aumento del tamaño del soma. La microglía reactiva 

puede incluso llegar a tener un fenotipo ameboide cuya función principal será la de 

migrar a la zona dañada y fagocitar las moléculas, restos celulares o bacterias que haya 

detectado. Esta activación es un proceso complejo y muy bien regulado [10, 12]. Por lo 

tanto, las funciones principales que adquiere la microglía cuando se vuelve reactiva, 

son la de migración y fagocitosis. 

Cuando se produce un daño en alguna parte del parénquima cerebral la 

microglía se va a desplazar rápidamente hasta ese punto, detectándose en torno a la 

zona dañada a partir de las 24h después de la lesión y produciéndose un pico de 

migración a los 3 días. Se ha determinado que el adenosina trifosfato (ATP) es capaz de 

atraer a la microglía y que es posible inhibir esta migración usando inhibidores de 

receptores purinérgicos siendo el receptor plaquetario purinérgico 12 (P2Y12) el 

responsable de esta migración. Curiosamente, las primeras células en detectar el ATP 

son los astrocitos, y estos a su vez van a liberar más ATP que será el detectado por la 

microglía [13]. 

Otro estímulo que va a hacer que la microglía se active y migre es la proteína 

quimiotáctica de monocitos 1 (MCP-1), también conocida como ligando de 

quimioquina 2 (CCL2) producido por las neuronas. A su vez la microglía va a liberar más 

MCP-1, la cual atrae más células a la zona dañada. Además, otros factores contribuyen 

a la regulación de los estímulos migratorios, como es el caso de la proteína 

inflamatoria de monocitos 1α (MIP-1α), también conocido como ligando de 

quimioquina 3 (CCL3) y la proteína regulada en la activación, expresión y secreción de 

células T normales (RANTES), también conocido como ligando de quimioquina 5 

(CCL5). Estos ligandos al unirse al receptor van a facilitar la liberación de citoquinas 

como IL-1β, IL-6 y TNFα [10, 12]. 
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La microglía también tiene receptores específicos que controlan la fagocitosis. 

Por ejemplo, el receptor plaquetario purinérgico 6 (P2Y6) va a regularla y se activará 

cuando haya daño neuronal. La fractalquina, de la que ya hemos hablado 

anteriormente, además de activar la migración, es un estímulo profagocítico. Cuando 

hay un daño en las neuronas, éstas van a expresar fractalquina y así atraerán a la zona 

dañada a la microglía, la cual fagocitará los restos neuronales o las conexiones 

neuronales alteradas, permitiendo que la circuitería neuronal funcione con 

normalidad. La fractalquina también puede ser expresada por los astrocitos, aunque 

no expresen su receptor CX3CR1 [14]. La microglía también presenta el receptor 

desencadenador expresado en célula mieloides 2 (TREM2) en la membrana celular. 

Este receptor está estrechamente relacionado con la fagocitosis en microglía, 

habiéndose observado que en ratones KO de TREM2 se inhibe la capacidad fagocítica 

de la microglía [15]. Los ligandos que se unen a TREM2 son carbohidratos aniónicos, 

lipopolisacáridos (LPS) y la apolipoprotein E (ApoE). Este receptor también tiene gran 

importancia en la enfermedad de Alzheimer, tanto que se ha barajado como un 

marcador temprano de la enfermedad [16]. 

La microglía también tiene receptores para TNFα (1 y 2), otro factor que activa 

la fagocitosis y que se libera como señal de que hay algún problema en el SNC [12]. Por 

último, es necesario mencionar a una de las familias más importantes de receptores 

presentes en la microglía. Estos son los receptores de la familia Toll-Like (TLRs), que 

están relacionados con el receptor de IL-1 debido a su homología y que también se 

localizan en la superficie de la membrana. La activación de estos receptores hará que 

la microglía pase al estado reactivo. Los TLRs se asocian con co-receptores como el 

cúmulo de diferenciación 14 (CD14) y con componentes de señalización como la 

respuesta primaria de diferenciación mieloide 88 (MyD88) y son esenciales para llevar 

a cabo la respuesta inmune ya que reconocen estructuras fúngicas, virales y 

bacterianas, como por ejemplo el LPS que es la endotoxina presente en la membrana 

externa de las bacterias Gram negativas [10]. Además, la microglía también tiene 

receptores para otras interleuquinas como son el receptor tipo 1 de interleuquina 1 

(IL-1R1), el receptor tipo 1 de interleuquina 10 (IL-10R1), el receptor de interleuquina 2 

(IL-2R), el receptor de interleuquina 5 (IL-5R), el receptor de interleuquina 6 (IL-6R), el 
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receptor de interleuquina 8 (IL-8R), receptor de interleuquina 9 (IL-9R), el receptor de 

interleuquina 12 (IL-12R), el receptor de interleuquina 13 (IL-13R) y el receptor de 

interleuquina 15 (IL-15R). 

1.2. Astrocitos 

Los astrocitos son las células gliales más abundantes del cerebro [17]. A 

diferencia de la microglía, cuyo origen embrionario es mesodérmico, los astrocitos son 

ectodérmicos, al igual que las neuronas. Los astrocitos derivan en su mayoría de la glía 

radial, que es necesaria para la migración neuronal en estadios embrionarios y además 

parece que en estadios adultos ayudan a migrar a las neuronas del bulbo olfatorio [18, 

19].

Además, numerosos resultados han demostrado que los astrocitos participan 

en la función sináptica glutamatérgica, formando lo que se ha llamado la sinapsis 

tripartita. En ella, las neuronas y los astrocitos trabajan de manera conjunta llevando a 

cabo el ciclo de glutamato-glutamina para controlar de manera precisa la cantidad de 

neurotransmisor que se emite a la neurona postsináptica. Esto también ha sido muy 

debatido ya que hay estudios que sugieren que solo ocurre en el cerebro en desarrollo 

y no en el adulto [20].

Al igual que la microglía, los astrocitos tienen una función muy importante 

eliminando conexiones sinápticas mediante la fagocitosis, tanto en procesos 

fisiológicos como en condiciones patológicas. Las rutas más estudiadas mediante las 

cuales los astrocitos llevan a cabo la fagocitosis son la mediada por el receptor de la

tirosina kinasa Mer (MERTK) y la llevada a cabo por múltiples dominios similares al 

factor de crecimiento epidérmico 10 (MEGF10). Ambas rutas se inician con señales 

clásicas de reconocimiento de muerte celular como puede ser la fosfatidilserina en la 

membrana aunque también son capaces de fagocitar conexiones activas modulando 

así la circuitería neuronal [21, 22].

Además de interactuar estrechamente con las neuronas, los astrocitos son 

importantes para el mantenimiento de la barrera hematoencefálica, en el control del 

flujo sanguíneo y en la captación de nutrientes como oxígeno y glucosa de la corriente 

sanguínea según las necesidades que tenga el cerebro en cada momento [23]. Como 
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se puede observar, tanto los astrocitos como la microglía son células esenciales para el 

buen funcionamiento del sistema nervioso central en procesos fisiológicos normales. 

Al igual que ocurre con la microglía, sería un error considerar a los astrocitos 

que se encuentran en un ambiente fisiológico como células inactivas, ya que, como se 

ha indicado anteriormente, tanto los astrocitos como la microglía son células 

esenciales para el buen funcionamiento del sistema nervioso central en condiciones 

normales. Aun así, en momentos en los que ocurren eventos fisiopatológicos, la 

función y morfología de los astrocitos va a cambiar, produciéndose la activación 

astrocitaria o astrogliosis [24]. 

Los astrocitos van a dar lugar a distintos tipos de astrogliosis, que podrá ser 

más moderada o más severa dependiendo del nivel de daño que haya. Las principales 

diferencias entre una y otra son que en la astrogliosis moderada hay sobreexpresión 

de genes proinflamatorios y de la proteína ácida fibrilar glial (GFAP), pero no hay 

proliferación y solapamiento entre astrocitos. Y en cambio, en la astrogliosis severa, 

donde también se van a activar genes proinflamatorios y a aumentar la expresión de 

GFAP, va a haber una activación de la proliferación celular llegando incluso a solaparse 

unas células sobre otras eliminando así su inhibición por contacto [24]. 

En la astrogliosis, los astrocitos no van a actuar solos, sino siempre junto con la 

microglía y las células con el antígeno neural/glial 2 (NG2). La activación astrocitaria se 

puede producir debido a enfermedades neurodegenerativas, infecciones virales o 

bacterianas, traumas, lesiones…etc. En el caso de la lesión cerebral, que es la que se 

estudia en esta tesis, además de este aumento de la reactividad se va a formar una 

cicatriz glial [24].

2. CICATRIZ GLIAL 

Una de las primeras consecuencias de una lesión en el parénquima cerebral va 

a ser la rotura de las conexiones neuronales, lo que va a producir desmielinización y 

degeneración axonal [25]. Posteriormente, en una segunda fase, se producirá una 

oleada de muerte neuronal que coincidirá en el tiempo con la cascada vascular 
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(aumento del flujo y apertura de la BHE) y la liberación de moléculas que activarán a la 

glía (astrocitos, microglía y oligodendrocitos), a los pericitos y a los fibroblastos. En 

esta segunda fase tras una lesión, las células gliales van a liberar citoquinas y 

quimioquinas que atraerán a células externas al SNC, sobre todo del sistema inmune 

periférico. Estas respuestas celulares tras la lesión son necesarias para hacer frente al 

daño producido, pero si no se realizan de manera controlada y la reacción dura 

demasiado, las propias células gliales pueden contribuir a aumentar el daño neuronal, 

lo que hace que se agrave el problema [25].

Figura 2. Comunicación entre astrocitos, neuronas y microglía cuando se produce una lesión cerebral. 

La comunicación se realiza a través de distintos mediadores moleculares, como las especies reactivas de 

oxígenos (ROS), IL-1β, el factor del complemento C1q, cúmulo de diferenciación 200 (CD200) y ATP 

entre microglía y neuronas; el factor de crecimiento nervioso (NFG), el factor neurotrófico derivado del 

cerebro (BDNF), el factor de crecimiento insulínico tipo 1 (IGF-1), el óxido nítrico (NO), el factor 

neurotrófico derivado de la glía (GDNF), la proteína beta-amiloide (Aβ), el factor de crecimiento de 

fibroblastos 1 (FGF-1), y el Glutamato entre los astrocitos y neuronas; el factor de crecimiento de 

fibroblastos 2 (FGF-2), TNFα, la proteína inducida por interferón gamma 10 (CXCL10), IL-1β, MCP-1, la 
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interleuquina 10 (IL-10), NO, FGF-1, factor de crecimiento epidérmico (EGF), TNFα, el interferon gamma 

(IFNγ), IL1-β, IL-6 y NO entre astrocitos y microglía. Basado en [12, 24, 26]. 

Como ya se ha indicado, cuando se produce una lesión, van a proliferar y migrar 

a la zona dañada las células microgliales, los astrocitos y también la glía NG2. Para que 

los astrocitos sean capaces de proliferar necesitan numerosos estímulos, entre ellos se 

conocen el EGF, FGF, Endotelina-1 y ATP [27]. Clásicamente se ha considerado que esta 

proliferación en la zona lesionada va a dar lugar a lo que se conoce como cicatriz glial. 

Pero a pesar del nombre, varios resultados han puesto de manifiesto que el porcentaje 

de células gliales, sobre todo en el núcleo de esta cicatriz, es realmente bajo, en 

contraste con la cantidad de células procedentes de la matriz extracelular (como 

pericitos, fibroblastos y células ependimarias) que se van a asociar con la fibronectina, 

laminina y colágeno [28].  

En cambio, sí se observan numerosos astrocitos en la periferia de la lesión (área 

de penumbra). Además, durante mucho tiempo se ha considerado que la cicatriz glial 

va a inhibir la regeneración neuronal, pero cada vez más estudios sugieren que esta 

cicatriz ayuda a la regeneración. Así, la cicatriz aumenta la disponibilidad del factor de 

crecimiento transformador β (TGF-β), el cual no solo aumentará la liberación de 

neurocam, que inhibe el crecimiento neuronal, sino que también producirá la 

desactivación microglial haciendo que pase a un fenotipo más reparador que hará que 

finalmente se produzca una regeneración neuronal [29-32].

La cicatriz glial además es importante para la producción de factores tróficos 

neuronales, la eliminación de los deshechos celulares, la reparación de la barrera 

hematoencefálica y la reducción de factores tóxicos de la zona de la lesión [25].



48 

IN
TRO

DU
CCIÓ

N

Figura 3. Esquema de los procesos temporales tras una lesión cerebral. Basado en [26]. 

En el caso de la microglía, cuando se produce una lesión, se va a activar 

adquiriendo un fenotipo proinflamatorio (parecido al fenotipo M1 de los macrófagos) 

que superará en número a la microglía con fenotipo antiinflamatorio (parecido al 

fenotipo M2 de los macrófagos). En el fenotipo proinflamatorio, la microglía liberará, 

óxido nítrico, superóxido, quimioquinas y numerosas citoquinas proinflamatorias. Tras 

la primera fase proinflamatoria, la microglía adquirirá un fenotipo antiinflamatorio y 

liberará citoquinas antiinflamatorias como la interleuquina 4 (IL-4), IL-10, interleuquina 

13 (IL-13) o interleuquina 18 (IL-18) que promoverán la angiogénesis, la reparación 

tisular y la regeneración neuronal [33]. 

3. EFECTOS ANTIINFLAMATORIOS DE LOS 
ESTRÓGENOS  

Aunque el proceso inflamatorio es beneficioso para la reparación del tejido, es 

necesario que no se prolongue mucho en el tiempo ya que de lo contrario se acabaría 

dañando aún más el parénquima. Por ese motivo hay un gran campo de estudio sobre 

compuestos que sean capaces de controlar esta inflamación y resulten beneficiosos 

para el retorno de la homeostasis en el SNC. Entre estas moléculas se encuentran las 

hormonas sexuales, en concreto el estrógeno estradiol, ya que es una de la hormonas 
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cuyos efectos han sido más estudiados en el cerebro. Así, por ejemplo, se ha 

observado que el estradiol ejerce acciones protectoras en modelos animales de la 

enfermedad de Alzheimer, de Parkinson y es capaz de incrementar el número de 

neuronas vivas tras un episodio isquémico [34].

El estradiol es una hormona sexual que se produce en su mayoría en los 

ovarios, aunque también se sintetiza en menor medida en el hueso, tejido adiposo y en 

el SNC tanto de machos como de hembras. Por lo tanto, al cerebro también se 

considera un órgano esteroidogénico ya que tiene todas las enzimas necesarias para 

producir la hormona y otros esteroides de manera local. Para ello, el colesterol es 

transportado a la mitocondria en donde se convierte en pregnenolona, la cual pasa al 

retículo endoplasmático, en el que tras varias conversiones enzimáticas acaba 

produciéndose la testosterona, que gracias a la enzima aromatasa se transforma 

finalmente en estradiol [35]. 

El papel de la aromatasa sobre la función cognitiva está recibiendo cada vez 

mayor importancia debido a los estudios que relacionan la disminución de los niveles 

de estradiol en mujeres tratadas con inhibidores de la enzima o tras la menopausia, 

con un aumento del riesgo de padecer enfermedades neurodegenerativas como la 

enfermedad de Alzheimer [36]. 

En el caso concreto del traumatismo cerebral, se ha descrito que se produce un 

incremento de la expresión de la enzima aromatasa en las zonas dañadas del SNC y 

como consecuencia un aumento en los niveles de estradiol, el cual contribuye a hacer 

frente al daño cerebral y activar procesos que ayuden a la reparación [37].

Para que el estradiol tenga efecto tiene que actuar sobre sus receptores 

específicos. Clásicamente se han identificado dos tipos de receptores, el receptor de 

estrógenos alfa y el receptor de estrógenos beta (ERα y ERβ). Estos receptores son 

factores de transcripción que se activan cuando el ligando (estradiol) se une a ellos. 

Una vez activados reclutan cofactores activadores o represores de la transcripción y se 

unen a elementos de respuesta a estrógeno en la región promotora del ADN de 

determinados genes. Los receptores ERα y ERβ también pueden estar asociados 

transitoriamente a la membrana plasmática, en donde, una vez que se une a ellos el 
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estradiol regulan varias vías de señalización como las de la fosfoinositol-3-

kinasa/proteína kinasa B (PI3K/Akt), las kinasas extracelulares reguladas por señal 

(ERK) o la de la kinasa Janus /transductor de señal y activador de transcripción 

(Jak/STAT). Además, existen receptores de estrógenos que están específicamente 

asociados a la membrana plasmática o del retículo endoplasmático, siendo el más 

conocido el receptor 1 de estrógeno acoplado a proteína G (GPR30/GPER1), que es un 

receptor asociado a proteínas Gαq y que activa las rutas de ERK y PI3K [38-42].

Figura 4. Mecanismos de acción del estradiol y sus efectos celulares.

Lo efectos celulares que tienen estos receptores dependerán del tipo celular en 

el que se encuentren y de su proporción. En el cerebro, los receptores de estrógenos 

se localizan en neuronas y células de glía y además de otras funciones, ejercen efectos 
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neuroprotectores y aumentan la supervivencia celular [35]. A continuación, nos vamos 

a centrar en los efectos que tiene el estradiol en los astrocitos y la microglía.

3.1. Efectos del estradiol en las células gliales 

3.1.1 Efecto del estradiol sobre los astrocitos  

El estradiol actúa directamente sobre los astrocitos a través de los receptores 

ERα, ERβ y GPR30/GPER1 [43]. Dependiendo del modelo experimental y del tipo de 

patología, el estradiol ejerce acciones antiinflamatorias en los astrocitos a través de 

distintos receptores de estrógenos. Por ejemplo, en un modelo de esclerosis múltiple 

experimental, el estradiol ejerce efectos neuroprotectores y antiinflamatorios a través 

del receptor ERα. En cambio, en modelos in vitro los ejerce principalmente a través del 

ERβ [44]. La acción antiinflamatoria del estradiol sobre los astrocitos está mediada 

principalmente por la regulación del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras 

Kappa de las células B activadas (NF-κB), ya que el estradiol es capaz de inhibir la 

translocación de p65/NF-κB al núcleo a través de la activación de PI3K [45]. 

Asimismo, el estradiol también ejerce acciones antiinflamatorias aumentando 

la liberación de factores de crecimiento como el IGF-1 [46] y además también aumenta 

la expresión de los transportadores de glutamato GLT1 en los astrocitos a través de 

receptores GPR30/GPER1, incrementando la recaptura de glutamato de la hendidura 

sináptica e inhibiendo así la excitotoxicidad [47]. 

3.1.2 Efecto del estradiol sobre la microglía 

En el caso de la microglía, también se sabe que el estradiol es capaz de regular 

la respuesta inmune en el cerebro y tiene propiedades antiinflamatorias [48]. El 

estradiol se va a unir tanto al receptor ERα, como al receptor ERβ y al GPER1/GPR30 de 

la microglía [49, 50]. 

Al igual que en los astrocitos, el estradiol al unirse al ERα de la microglía, va a 

inhibir al factor de transcripción NF-κB a través de la activación de PI3K [51]. Esta 

inhibición dará lugar a un descenso en la producción de óxido nítrico sintasa inducible 

(iNOS) y por lo tanto en la liberación de NO. También reducirá la producción de ROS. 

Tanto el NO como las ROS se encargan de ampliar la respuesta inflamatoria cuando se 

produce un daño, y por lo tanto su inhibición tiene un efecto antiinflamatorio. El 
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estradiol también se unirá a receptores microgliales ERβ y GPER1/GPR30 

modulando así la liberación de mediadores inflamatorios y reduciendo la 

activación microglial [52, 53].

Además del aspecto antiinflamatorio del estradiol sobre la microglía, 

también se ha descrito que la hormona es capaz de modular la capacidad 

fagocítica de la microglía en modelos animales de la enfermedad de Alzheimer 

[54].

4. TIBOLONA 

La terapia estrogénica, sola o en combinación con progestágenos, es un 

tratamiento efectivo para aliviar los sofocos y evitar la osteoporosis en mujeres con 

menopausia. Sin embargo, el uso terapéutico del estradiol se ve limitado por sus 

acciones hormonales periféricas. Así, el aumento del riesgo de padecer cáncer de 

mama y endometriosis asociado a la terapia hormonal ha promovido la investigación 

de nuevas alternativas para el tratamiento de los síntomas de la menopausia. Esto dio 

lugar a la introducción del uso terapéutico de compuestos estrogénicos que imitan los 

efectos del estradiol sobre los síntomas de la menopausia, pero que no ejercen sus 

indeseables efectos periféricos, como son el aumento del riesgo de padecer cáncer de 

mama, endometriosis y cáncer de ovario [55]. A estos compuestos se les ha llamado 

moduladores selectivos de los receptores de estrógeno (SERMs), los cuales tienen 

efectos agonistas, antagonistas o neutrales sobre estos receptores, dependiendo del 

tejido sobre el que actúen [56]. Estudios previos han mostrado que algunos de estos 

compuestos ejercen acciones neuroprotectoras y regulan la gliosis y la 

neuroinflamación. [34, 57-62]. Una característica interesante de estos compuestos, 

como el tamoxifeno o el raloxifeno, es que además de tener efectos neuroprotectores, 

son antagonistas de los receptores de estrógenos en cánceres de mama positivos para 

estos receptores [63]. A pesar de las ventajas de los SERMs, estas moléculas no están 

exentas de efectos secundarios no deseados.  

Más recientemente se ha introducido la tibolona para el tratamiento de los 

síntomas de la menopausia. La tibolona es un esteroide sintético clasificado como 

modulador de la actividad estrogénica dependiente del tejido (STEAR) [64-66]. La 
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tibolona es estructuralmente diferente al estradiol y a los SERMs. Por ejemplo carece 

del anillo aromático A del estradiol y del resto de anillos aromáticos de los SERMs. En 

particular, el grupo hidroxilo en la posición C3 del anillo A, que confiere propiedades 

antioxidantes a la molécula del estradiol, no está presente en la tibolona [67]. 

Figura 5. Esquema del metabolismo de la tibolona. Basado en [66]. 

Al igual que los SERMs, la tibolona tiene efectos específicos dependiendo del 

tejido, pero a través de distintos mecanismos. De hecho, la selectividad de la tibolona 

depende de la actividad enzimática específica local que haya en el tejido. Así, la 

tibolona tiene efectos estrogénicos a través de sus metabolitos 3α y 3β-hidroxitibolona 

(formadas por las enzimas 3α-hidroxiesteroide deshidrogenasa, 3α-HSD y 3β-

hidroxiesteroide deshidrogenasa, 3β-HSD). También, mediante la enzima 3β-

hidroxiesteroide deshidrogenasa-isomerasa, la tibolona se convierte en un Δ4-isomero, 

que activa receptores de progesterona (PR) y andrógenos (AR) [66-68]. Además, la 

tibolona no tiene acciones estrogénicas en cánceres de mama positivos para ER, alivia 

los sofocos y previene la osteoporosis [69]. 

            Aunque la tibolona es muy utilizada para el tratamiento de los síntomas de la 

menopausia, hay muy poca información sobre sus efectos en el cerebro. Se sabe que 
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tiene efectos en el sistema nervioso ya que revierte la pérdida de espinas dendríticas 

en células piramidales en CA1 del hipocampo de rata producidas por la ovariectomía 

[70]. También tiene efectos rápidos en la actividad de las neuronas hipotalámicas pro-

opiomenalocortina [71] y aumenta los niveles de β-endorfinas en diferentes regiones 

del cerebro de ratas ovariectomizadas [72]. Además, la tibolona reduce la actividad 

acetilcolinesterasa y colinacetiltranferasa en el septum medial en monos 

ovariectomizados [73], sugiriendo una modulación de las neuronas colinérgicas. 

También se ha descrito que disminuye la hiperfosforilación de Tau en el hipocampo y 

cerebelo [74] y que tiene efectos ansiolíticos en ratas jóvenes [75], que atenúa el 

estrés oxidativo y los déficits colinérgicos en el hipocampo de ratas macho expuestas a 

ozono [76] y que reduce el volumen de infarto al administrarse de manera subcutánea 

en ratas hembra ovariectomizadas con una isquemia cerebral focalizada [77]. Además, 

estudios en células gliales in vitro han revelado que la tibolona reduce el daño 

oxidativo [78] y ejerce acciones antiinflamatorias debido a la reducción en la activación 

de NF-κB [79, 80]. 

5. LA IMPORTANCIA DE REALIZAR LOS ESTUDIOS EN 

AMBOS SEXOS 

A lo largo de los años los estudios en mujeres se han sesgado a favor de los 

hombres, habiéndose realizado más ensayos clínicos en hombres que en mujeres. Uno 

de los motivos es que se consideraba que los resultados en mujeres eran más variables 

debido a las variaciones del ciclo hormonal, aunque ya se ha demostrado que no es así, 

a pesar de que se hagan los estudios en diferentes ciclos hormonales [81]. No fue 

hasta 1993 cuando el NIH (National Institutes of Health) declaró que tanto hombres

como mujeres debían participar en ensayos clínicos [82]. A pesar de eso, en estudios 

preclínicos, con animales, se ha seguido con esa tendencia de excluir a animales 

hembra. 

En los últimos años esto ha ido cambiando y en 2014 el NIH hizo un 

llamamiento a la comunidad científica [83] para que se incluyan estudios en ambos 

sexos debido a las diferencias presentadas a la hora de administrar dosis de fármacos o 
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de estudiar sus efectos secundarios, ya que se ha observado que en general los efectos 

adversos en mujeres son mayores que en hombres [84]. También se han encontrado 

diferencias sexuales en estudios de dolor, de adicción o de enfermedades neurológicas 

como la esclerosis múltiple [85-87]. Además, se han encontrado numerosas diferencias 

sexuales en modelos celulares in vitro, ya sean diferencias en el desarrollo o en la 

respuesta a estímulos nocivos [88-91]. Por este motivo y siguiendo la 

recomendaciones del NIH, los resultados de esta tesis se han separado entre machos y 

hembras, con independencia de que se detectasen o no diferencias sexuales.
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OBJETIVOS 

Objetivo general 

Estudiar el efecto de la tibolona sobre la gliosis reactiva. 

Objetivos específicos 

1. Estudiar el efecto de la tibolona sobre la gliosis reactiva en un modelo murino 

de lesión cortical. 

2. Evaluar el efecto de la tibolona sobre la supervivencia neuronal en una lesión 

cortical. 

3. Estudiar el efecto antiinflamatorio de la tibolona en células primarias de 

microglía. 

4. Caracterizar el efecto de la tibolona sobre funciones básicas de la microglía 

como son la fagocitosis y la migración. 

5. Evaluar el efecto antiinflamatorio de la tibolona en astrocitos primarios. 

6. Estudiar el efecto de la tibolona sobre la capacidad fagocítica de los astrocitos. 
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I. MATERIALES PARA LOS EXPERIMENTOS IN VIVO

1. Animales

Los animales utilizados en el experimento fueron ratones hembra C57BL/6 de 3 

meses de edad adquiridos en Harlam, España. Fueron estabulados en el animalario del 

Instituto Cajal y todos los procedimientos experimentales fueron aprobados por la 

Comunidad de Madrid (PROEX 134/17), y se adaptan a la normativa establecida por el 

parlamento Europeo (2010/63/EU) y la regulación de España (Ley 6/2013, 11 de Junio). 

Además, los animales fueron criados y mantenidos en ciclos de luz-oscuridad de 12 

horas y recibieron agua y comida ad libitum. 

2. Reactivos 
Tabla 1. Tabla resumen de los reactivos usados en los experimentos in vivo.

USO Producto Casa comercial Referencia

Para 

inmunohistoquí-

mica

Complejo ABC Pierce TM 32020
DAPI Calbiochem 268298

Depex Sigma-Aldrich 100579
Diaminobencidina Sigma-Aldrich D5905

Metanol
Thermo-Fisher 

Scientific
M/4058/17

Vectalshield VECTOR Laboratories H-1000
Xileno Sigma-Aldrich 1330-20-7

Para cirugía

Isoflurano Zoetis 571329
Paraformaldehído Sigma-Aldrich 30525-89-4

Pentobarbital sódico PROYMA 07400060
Hidrocloruro de 
bupremorfina 
(Buprecare)

DFV group -

Meloxicam (Metacam) Boehringer Ingelheim -

3. Material y equipos

- Aguja para lesionar de 0.5 x 16 mm, BD microlance TM. 

- Bisturí del 13, BRAUN. 

- Estereotáxico digital, Stoelting Co. 

- Microscopio confocal Leica TCS-SP5 (Leica Microsystems, Alemania). 

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=30525-89-4&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
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- Microscopio óptico Leica DMRB-E (Leica Microsystems, Alemania). 

- Sutura 5/0, LORCA MARIN S.L. 

- Taladro (DREMEL) con brocas de 0,9mm. 

II.MÉTODOS UTILIZADOS PARA ESTUDIAR LOS EFECTOS DE LA 

TIBOLONA EN UNA LESIÓN PENETRANTE CORTICAL 

1. Protocolo general utilizado in vivo

Las ratonas hembra de 3 meses de edad fueron primero ovariectomizadas y se 

esperaron 4 días para hacer la lesión penetrante cortical. Ese mismo día y a las 24 y 48 

horas, se trataron a los animales con tibolona o vehículo. A los 3, 7 y 14 días poslesión 

se perfundieron los animales para fijar el cerebro.

Figura 6. Esquema general del protocolo utilizado en el modelo de lesión cortical penetrante. 

2. Tratamientos 

Antes de llevar a cabo las ovariectomías, los animales fueron tratados con el 

analgésico hidrocloruro de bupremorfina (0,05 mg/ Kg) y el antiinflamatorio 

meloxicam (1 mg/Kg). En el caso de las lesiones cerebrales solo se le inyectó el 

analgésico para que el antiinflamatorio no interfiriera en el análisis posterior de la 

neuroinflamación. En ambos casos los animales fueron anestesiados usando 

isoflurano. 

Tabla 2. Tratamientos usados in vivo.

Compuesto Dosis
Referencia/Casa 

comercial
Inyección

Tibolona 0,04 mg/Kg T0827 / Sigma-Aldrich Subcutánea

Aceite de maíz X ASUA Subcutánea



65 

M
at

er
ia

le
s 

y 
M

ét
od

os

3. Ovariectomías 

Figura 7. Esquema de las ovariectomías. a) Se rasura la parte dorsal del ratón. b) Tras aplicar povidona 

yodada se realiza una incisión en la piel usando un bisturí del número 13. c) Se buscan los ovarios, tanto 

del lado derecho como del izquierdo, que se ven a simple vista. d) Se abre el peritoneo con tijeras de 

punta fina. e) Con pinzas curvas redondeadas se busca el ovario y se extrae del abdomen. Con unas 

pinzas hemostáticas rectas se corta el flujo sanguíneo. Se corta el ovario. Se hace lo mismo con el ovario 

contralateral. f) Se cierra la piel del animal con sutura 5/0 y se aplica povidona yodada. 
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4. Lesión penetrante cortical  

Figura 8. Esquema de la lesión penetrante cortical. a) Se rasura la parte dorsal de la cabeza. b) Tras 

aplicar en la piel povidona yodada se realiza una incisión usando un bisturí del número 13. c) Se expone 

el cráneo y se buscan las fisuras craneales. Se pueden identificar claramente Bregma y Lambda. d) Una 

vez identificadas las fisuras se fijan a 0 todas las coordenadas del estereotáxico sobre Bregma, y se 

buscan y marcan las coordenadas X=-1/Y=-1; X=-1/ Y=-4. e) Con el taladro y una broca fina de 0,9 mm se 

abre el cráneo entre los dos puntos antes señalados, lo que formará un hueco de 3mm de largo. f) Una 

vez bien abierto este canal en el cráneo se introduce en su extremo anterior una aguja de 0,5 mm a una 

profundidad de 3mm y se arrastra hasta el extremo posterior del canal. Posteriormente se saca la aguja.  

g) Una vez hecha la lesión se cierra la piel con hilo y se limpia con povidona yodada. 
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5. Perfusión cardiaca 

A los 3, 7 y 14 días después de la lesión los animales fueron perfundidos usando 

una bomba peristáltica. Para ello los ratones se anestesiaron con una sobredosis de 

pentobarbital sódico intraperitoneal (50 mg/kg). Cuando ya no respondían a ningún 

estímulo se pasó a descubrirles el corazón. Se pinchó con una aguja el ventrículo 

izquierdo y se pasaron a través del sistema circulatorio del animal las soluciones. 

Además, se seccionó la aurícula derecha para abrir el circuito. Primero se perfundió 

una solución salina (NaCl 0,9%) para limpiar todos los vasos de sangre y 

posteriormente se perfundió una solución de paraformaldehído (PFA) al 4% para fijar 

todos los tejidos, incluido el cerebro. Una vez fijado el animal, se extrajo el cerebro y se 

pasó a un tubo que contenía PFA al 4% para realizar una posfijación corta de 4 horas, 

seguida de 3 lavados con tampón fosfato 0,1M cada 12 horas. Una vez lavados los 

cerebros fueron embebidos en crioprotector. 

Tras la fijación y lavado de los cerebros estos fueron cortados en un Vibratomo 

(VT 1000S, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) en secciones coronales de 50 µm 

de grosor para poder realizar las pruebas inmunohistoquímicas posteriores. 

6. Inmunohistoquímica (IHQ) 

Todas las inmunohistoquímicas se realizaron con cortes en flotación de 50 µm y 

los lavados fueron hechos con tampón fosfato (PB)-BSA (albúmina del suero bovino) 

0,1M con 0,3% tritón x-100. Todos los cortes debían mostrar la lesión completa para 

disminuir la variabilidad. 

6.1 IHQ simple (revelada con DAB) 

La peroxidasa endógena fue bloqueada durante 15 min con una solución de 

peróxido de hidrógeno al 3% en PB más metanol al 50%. Posteriormente se incubaron 

los cortes durante toda la noche en agitación a 4°C, con los anticuerpos primarios 

contra GFAP o NeuN (antígeno del núcleo neuronal). Tras la noche se incubó durante 2 

horas a temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios biotinilados. Después 

se amplificó la señal usando un complejo de avidina-biotina-peroxidasa (ABC, 1:500), 

que se unirá a la biotina del anticuerpo secundario, durante 1 hora y media. 
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Posteriormente se llevó a cabo la reacción enzimática con los sustratos de DAB 

(diaminobencidina tetrahidroclorada, 0,6 mg/ml PB 0,1M) y peróxido de hidrógeno 

(0,8 µl/ml), dando lugar a un precipitado oscuro en el tejido. El tejido fue montado 

sobre un portaobjetos y deshidratado en crecientes concentraciones de etanol hasta 

llegar al xileno puro. Después los cortes fueron cubiertos con un cubreobjetos del 

tamaño adecuado usando el medio de montaje depex. El contaje de las células se llevó 

a cabo en el microscopio óptico (Leica DMRB-E). 

6.2 IHQ de fluorescencia

Antes de incubar con el anticuerpo primario los cortes fueron lavados con 

tampón fosfato-BSA 0,1M con 0,5% tritón x-100 para incrementar la permeabilidad del 

corte. Después se incubó el anticuerpo primario durante toda la noche, en agitación y 

a 4°C. Tras la incubación los cortes se lavaron y se incubaron con el anticuerpo 

secundario durante 2 horas. A partir de este punto todo el proceso se hizo en 

oscuridad debido a que el fluorocromo asociado al anticuerpo secundario es 

fotosensible. Antes de montar los cortes se procedió a incubarlos con DAPI (1:5000; 

Calbiochem) durante 30 minutos. Posteriormente se cubrieron los cortes con un 

cubreobjetos del tamaño adecuado usando Vectalshield (Vector Laboratories, Inc. 

Burlingame, CA) y se sellaron con esmalte de uñas transparente. Los cortes de 

observaron y fotografiaron en un microscopio confocal (Leica TCS-SP5). 

Tabla 3. Anticuerpos primarios utilizados.

Antígeno Especie 
hospedadora Dilución Casa 

comercial Referencia

Iba1 Conejo 1:2000 WAKO 019-19741

GFAP Conejo 1:1000 DAKO Z0334

NeuN Ratón 1:1000 Millipore MAB377

Tabla 4. Anticuerpos secundarios utilizados.

Antígenos (IgG) Especie 
hospedadora

Dilución Casa comercial

Conejo Alexa 568 Cabra 1:1000 Invitrogen

Conejo biotinilado Cabra 1:300 Thermo scientific

Ratón biotinilado Cabra 1:300 Thermo scientific
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7. Análisis morfométrico 

El recuento celular se hizo sin conocer el grupo experimental al que 

pertenecían las secciones histológicas. El número de células GFAP, NeuN y Iba1 

(proteína adaptadora de unión a iones de calcio) positivas se contaron usando 5 

franjas verticales consecutivas (F1-F5) desde la lesión de 600 x 200 µm. Además, en el 

caso de la GFAP y el Iba1, estas franjas se subdividieron en 3 secciones horizontales de 

200 µm desde la parte dorsal de la corteza a la ventral. Corresponden a S1-S3. 
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Figura 9. Representación de un corte histológico con NeuN 14 días después de la lesión. a) y b) Zona de 

la corteza que se estudió. c) Esquema de las divisiones usadas para definir las regiones de recuento 

celular. En el caso de NeuN no se usaron secciones horizontales (S1-S3), solo franjas verticales (F1-F5). 

El número de células GFAP, NeuN e Iba1 positivas se contó mediante la técnica 

del disertor óptico usando todo el grosor del corte con un objetivo de 40X y dividiendo 

cada sección en las regiones de recuento como se ha explicado anteriormente. En el 

caso de Iba1, se hicieron fotografías en el microscopio confocal de todo el grosor del 

corte. Además, en el caso de Iba1, se diferenciaron dos tipos de fenotipos celulares: las 

células con un soma grande y poco diferenciado con prolongaciones cortas fueron 

clasificadas como microglía reactiva; en el caso de que el soma fuera pequeño y 

compacto con prolongaciones largas y numerosas, fueron clasificadas como microglía 

no reactiva. 

Figura 10. Reconstrucción tridimensional de microglía reactiva y en reposo. La barra de escala 

corresponde a 7,5 µm.  a) y b) Ejemplos de células con fenotipo reactivo. c) y d) Ejemplo de células con 

fenotipo no reactivo. 
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8. Análisis estadístico 

Los datos de las gráficas están expresados como media ± error estándar de la 

media (EEM). Se usó el paquete informático IBM SPSS versión 24 para el análisis 

estadístico. Primero se estudió la normalidad de las variables mediante un test de 

normalidad Kolmogórov-Smirnov. Si alguna variable no era normal se transformó a su 

logaritmo neperiano. Después se estudiaron las varianzas de los datos usando el test 

de Levene para saber si eran homocedásticos o no, y posteriormente para la 

comparación de las varianzas se usó el test de análisis de la varianza (ANOVA). Primero 

se analizaron los datos usando un análisis ANOVA de tres factores, para ver las 

relaciones entre todos los grupos y estudiar las posibles diferencias, efectos e 

interacciones entre el tiempo, los tratamientos y la distancia desde la lesión. Después 

se fueron analizando los datos por separado para ver las diferencias concretas dentro 

de cada tiempo (a 3 o a 7 días por separado), usando una ANOVA de 2 factores. Para 

ver el nivel de significación entre los distintos grupos se hizo el post-hoc Bonferroni

(para datos homocedásticos) o el post-hoc Games-Howell (para datos no 

homocedásticos). En el caso de que los datos no siguieran una distribución normal se 

usó el test de Kruskal-Wallis. Para la comparación de la media de dos grupos usamos el 

test t-student (si los datos seguían una distribución normal) o el test de Mann Whitney

(si la distribución no era normal). 

III. MATERIALES PARA LOS EXPERIMENTOS IN VITRO

1. Animales

Ratas Wistar posnatales de 0 a 2 días de edad criadas en el animalario del 

Instituto Cajal. 

2. Reactivos 

Tabla 5. Tabla resumen de los reactivos usados en los experimentos in vitro.

Producto Casa comercial Referencia
Ácido fosfórico Thermo-Fisher Scientific AC201145000

Biopartículas E.coli-pHrodo Thermo-Fisher Scientific P35366

Cy3 (marcador de cianina 3) GE Healthcare PA23001
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DAPI Calbiochem 268298

Frascos de cultivo 75 cm2 Corning Brand (FALCON) 353135

Insertos (8 µm) Corning 3422

L-Glutamina GIBCO 25030-081

Medio de cultivo de Eagle modificado 

por Dulbecco (DMEM, con rojo fenol)
GIBCO 11995065

Medio de cultivo de Eagle modificado 

por Dulbecco (DMEM, sin rojo fenol)
GIBCO 31053-028

Medio de cultivo del Instituto Roswell 

Park Memorial 1640 (RPMI 1640) (sin 

rojo fenol)

GIBCO 11835063

Medio Neurobasal (sin rojo fenol) GIBCO 12348017

Mowiol Merck 803456

N-(1-naftil) etilendiamino diclorhidrato Santa Cruz Biotechnology Sc-203148A

Penicilina/Estreptomicina (P/S) GIBCO 15240-062

Piruvato sódico GIBCO 11360-070

Poli-L-Lisina Sigma-Aldrich P2636

Suero bovino fetal (FBS) GIBCO 10500-064

Suero de caballo (HS) GIBCO 26050-088

Sulfanilamida Sigma-Aldrich S9251

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide

(MTT)
Sigma-Aldrich M2128

Tripsina Sigma-Aldrich T4674

Tripsina EDTA Sigma-Aldrich T4174

Vectalshield VECTOR Laboratories H-1000

3. Equipos 

- Agitador orbital (Infors Minitron Botminger, Suiza). 

- Campana de flujo laminar (Staril, Mazzo di Rho, Italia). 

- Centrífuga 5415R (Eppendorf, Hamburgo, Alemania). 

- Incubador (RS Biotech Galaxy S, Escocia, Reino Unido). 

https://www.scbt.com/scbt/es/home/
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- Microscopio confocal Leica TCS SP5 directo (Leica Microsystems, Alemania). 

- Microscopio de fluorescencia óptico Leica DMI6000 acoplado a una cámara Leica 

DFC350 FX. 

- Multiskan Ascent (thermo Electron Co., Shangau, China). 

- Placas de cultivo estériles (FALCON, Corning, San Dimas, CA). 

- Sistema 7500 Real Time PCR System de PCR cuantitativa (Applied Biosystems, Madrid, 

España). 

- Sonicador (sonics & Materials Ins, Vibra Cell, Danbury, CT, EE.UU.). 

IV. MÉTODOS UTILIZADOS PARA ESTUDIAR LOS EFECTOS DE 
LA TIBOLONA EN CULTIVOS PRIMARIOS DE CÉLULAS DE 

MICROGLÍA Y ASTROCITOS
1. MICROGLÍA 

1.1 Cultivo primario 

Las células de microglía se obtuvieron de ratas posnatales entre 0 y 2 días tras 

su nacimiento. Se extrajeron las células de la corteza y el hipocampo y se cultivaron en 

frascos de 75 cm2 (FALCON), uno para cada hemicerebro. Se usó medio DMEM 

10:10:1, que está formado por DMEM con rojo fenol al 10% de FBS, 10% de HS y 1% de 

P/S. Tanto los frascos como las placas con cubres fueron pretratados con poli-L-lisina 

10 µg/ml. Se dejó crecer la mezcla de células gliales durante 2 semanas en un 

incubador a 37ºC y 5% de CO2, haciendo un cambio de medio al final de la primera 

semana. Tras las dos semanas se agitaron los frascos en un agitador orbital durante 3 

horas a 230 rpm [92].

Tras la agitación se retiró el sobrenadante, en el que se encuentran las células 

de microglía, y se incubaron las células remanentes con medio DMEM 10:10:1 para 

obtener posteriormente los astrocitos. El sobrenadante se centrífugo durante 10 min a 

1050 rpm, luego se descartó el nuevo sobrenadante y el pellet se resuspendió en 

medio RPMI al 1% de FBS. El número de células se midió usando una cámara de 
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Neubauer. A continuación, se sembraron las células a una densidad diferente 

dependiendo del tipo de placa que se usara para cada experimento: 

- 25.000 células por cm2 de pocillo en las placas de 24 pocillos (FALCON) para el 

estudio de fagocitosis y la misma densidad en los insertos (tamaño de poro de 8‐

μm) para el estudio de migración. Las células se sembraron con medio RPMI sin 

rojo fenol al 1% de FBS. Además se usó esta densidad para los estudios con la 

tecnología Luminex. 

- 60.000 células por cm2 de pocillo en las placas de 96 pocillos para los ensayos de 

MTT y nitritos. Las células se sembraron con medio RPMI sin rojo fenol al 1% de 

FBS. 

- 100.000 células por cm2 de pocillo en las placas de 6 pocillos para los estudios de 

expresión de ARN mensajero (ARNm). Las células se sembraron con medio RPMI 

sin rojo fenol al 1% de FBS. 

1.2 Estudio de la fagocitosis 

Tras sembrar las células de microglía a la densidad indicada se mantuvieron en 

el incubador a 37°C y 5% de CO2 hasta el día siguiente. Treinta y dos  horas antes de 

hacer el estudio de fagocitosis, las células se trataron con tibolona o estradiol. En 

algunos casos, las células se incubaron con los antagonistas de los receptores de 

estrógeno (MPP para el ERα, PHTPP para el ERβ y G15 para el GPER1) o el antagonista 

del receptor de andrógenos, flutamida, 1 hora antes de añadir tibolona. 

Figura 11. Esquema del protocolo usado para estudiar la fagocitosis en células de microglía.  
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Los tratamientos se hicieron en RPMI con 0,1% de FBS. Veinticuatro horas antes 

del ensayo se sustituyó el medio de nuevo con los tratamientos (tibolona/ estradiol/ 

antagonistas), pero en este caso con medio RPMI sin FBS (ayuno). Tras las 24 horas de 

ayuno se realizó el estudio de la fagocitosis usando biopartículas de Escherichia coli (E. 

coli) conjugadas con pH-rodo verde a una concentración de 2 µl/ml. Los cultivos se 

incubaron durante una hora con las biopartículas y después se fijaron con 

paraformaldehído al 4% durante 20 minutos. Posteriormente se lavaron los pocillos 

con tampón fosfato 0,1 M. 

1.3 Estudio de la migración 

Figura 12. Esquema del protocolo usado para estudiar la migración en células de microglía. a) La 

microglía se sembró en la parte superior del inserto a la concentración correspondiente y se añadió 

medio al pocillo. b) Las células se trataron con tibolona. c) Al cabo de 24 horas algunas células han 

migrado al otro lado del inserto. d) Se limpió la parte superior del inserto para eliminar las células que 

no habían migrado y los cultivos se fijaron durante 20 minutos con paraformaldehído al 4%. 
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Tras sembrar las células de microglía a la densidad indicada en los insertos se 

hizo el mismo tratamiento con la tibolona que el utilizado en el estudio de la 

fagocitosis. Las células se incubaron con tibolona durante 32 horas antes de la fijación, 

primero con 0,1% FBS y 24h antes de la fijación sin FBS. Tras esto se sumergieron los 

insertos en una solución de paraformaldehído al 4% durante 20 minutos para fijar las 

células y posteriormente se lavaron con PBS. A continuación, se eliminaron las células 

de la parte superior del inserto usando un bastoncillo con medio RPMI, se 

desmontaron los insertos con un bisturí y las rejillas con las células que habían migrado 

se montaron en portaobjetos usando como medio de montaje Vectalshield con DAPI. 

1.4 Tratamientos usados en la fagocitosis/migración 

Tabla 6. Tratamientos usados para estudiar la fagocitosis o la migración en células de microglía. 

1.5 Análisis de imagen 

1.5.1 Análisis de la fagocitosis en microglía 

Tras el sellado de los cubres se hicieron fotos en el microscopio de 

fluorescencia (Leica DMI 6000) con el objetivo 20X. En todo caso se mantuvieron las 

mismas condiciones del microscopio y de la exposición al hacer las fotos. 

Posteriormente, usando el programa FIJI (ImageJ 1.52n National Institutes of Health, 

USA) se midió la intensidad en el canal verde, ya que es directamente proporcional a la 

cantidad de E. coli fagocitado por parte de las células de microglía. 

Compuesto Función Tiempo
total Concentración Casa 

comercial
Nº de 

referencia

Flutamida
Antagonista 

receptor 
andrógenos

40h 100 nM Tocris Cod 4094

G15 Antagonista 
receptor GPER1 40h 100 nM Tocris Cod 3678

17β-Estradiol Esteroide sexual 40h 10 nM Sigma-
Aldrich E2758

MPP Antagonista
receptor ERα 40h 100 nM Sigma-

Aldrich M7068

PHTPP Antagonista 
receptor ERβ 40h 100 nM Tocris Cod 2662

Tibolona Esteroide 
sintético 39h 100 nM Sigma-

Aldrich T0827
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1.5.2 Análisis de la migración en microglía 

Se hicieron fotos en el microscopio de fluorescencia (Leica DMI 6000) con el 

objetivo 20X. Posteriormente usando el programa FIJI se hizo un recuento del número 

de núcleos. 

2. ASTROCITOS 

2.1 Cultivo 

Los astrocitos se obtuvieron de los mismos frascos en los que fue sembrada la 

microglía. Para ello se agitaron estos frascos durante toda una noche (16 h 

aproximadamente) a 280 rpm a 37°C. Tras la agitación se descartó el sobrenadante y 

las células remanentes se despegaron usando tripsina-EDTA al 10% durante 20 min a 

37ºC y luego se paró la reacción con medio DMEM sin rojo fenol con 1% de FBS. Se 

recogió este medio con los astrocitos y se centrifugó durante 10 minutos a 1050 rpm, 

tras los cuales se descartó el sobrenadante. El pellet se resuspendió con medio DMEM 

sin rojo fenol enriquecido con piruvato (1 mM) y L-Glutamina (2 mM) y se contaron las 

células usando una cámara de Neubauer.  

Se sembraron las células a una densidad diferente dependiendo del tipo de 

placa que se usara por cada experimento: 

- 10.000 células por cm2 de pocillo las placas de 24 pocillos (FALCON) para el 

estudio de la fagocitosis. Las células sembraron con medio DMEM sin rojo fenol al 

1% de FBS. 

- 50.000 células por cm2 de pocillo las placas de 24 pocillos (FALCON) para el estudio 

del LUMINEX. Las células se sembraron con medio DMEM sin rojo fenol al 1% de 

FBS. 

- 60.000 células por cm2 de pocillo en las placas de 96 pocillos para los ensayos de 

MTT y nitritos. Las células se sembraron con medio DMEM sin rojo fenol al 1% de 

FBS. 

- 25.000 células por cm2 de pocillo en las placas de 6 pocillos para los estudios de 

expresión de ARNm. Las células se sembraron con medio DMEM sin rojo fenol al 

1% de FBS. 
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2.2 Estudio de la fagocitosis 

Tras sembrar las células de astrocitos a la densidad indicada se mantuvieron en 

el incubador a 37°C y 5% de CO2 durante 5 horas. Treinta y dos horas antes de hacer el 

estudio de fagocitosis, se trataron las células con tibolona y los antagonistas (estos 1 

hora antes que la tibolona). Los tratamientos se hicieron en DMEM al 0,1% de FBS y 24 

horas antes del ensayo se sustituyó el medio de nuevo con tibolona y los antagonistas 

pero en este caso con medio DMEM sin FBS (ayuno). Tras las 24 horas de ayuno se 

realizó el estudio de la fagocitosis usando detritos celulares conjugados con Cy3 a una 

concentración de 10 µl/ml. Los astrocitos se incubaron con los detritos celulares 

durante 1 hora y después se fijaron con paraformaldehído al 4% durante 20 minutos. 

Posteriormente se lavaron los pocillos con PB 0,1 M. 

Figura 13. Esquema del protocolo usado para estudiar la fagocitosis en células astrocitarias. 

Preparación del detrito celular conjugado con Cy3. El detrito celular 

se obtuvo de hipocampos de ratones machos y hembras por separado a E17. Tras ser 

extraídos se disgregaron y se tripsinizaron (tripsina al 0,5%) durante 15 min. 

Posteriormente los hipocampos se centrifugaron a 1000 rpm durante 5 minutos y se 

descartó el sobrenadante. El pellet se resuspendió en 1 ml de medio Neurobasal y este 
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se mantuvo a -20°C hasta ser conjugado con el marcador Cy3. Antes de la conjugación 

con el marcador se sonicó la suspensión celular para romper las estructuras celulares. 

El marcador Cy3 se conjuga con 1000 neuronas por mililitro, completando el volumen 

usando una mezcla de 2ml de 0,1M NaCO3 y 8ml 0,1M NaHCO3. Una vez mezclado 

todo, el Cy3 sobrante se eliminó por centrifugación. 

2.3 Tratamientos usados en la fagocitosis de astrocitos

Tabla 7. Tratamientos usados para estudiar la fagocitosis en células astrocitarias.

2.4 Inmunocitoquímica de astrocitos 

Primero se permeabilizaron las células con Tritón X-100 (0,12% en PB/gelatina 

0,12%) durante 4 minutos y se lavaron tres veces con PB/gelatina 0,12%. Después se 

incubaron las células con el anticuerpo primario de conejo anti-GFAP (DAKO) a una 

concentración 1:1000 durante 1h a temperatura ambiente. Tras la incubación se 

hicieron varios lavados con PBS/gelatina y después se puso el anticuerpo secundario 

cabra anti conejo Alexa 488 (Thermo Fisher) a una concentración 1:1000 durante 45 

minutos a temperatura ambiente. Tras el tiempo de incubación se lavaron las células 

con PB 0,1M. Después se incubaron las células con DAPI a una concentración de 

Compuesto Función Tiempo
total Concentración Casa 

comercial
Nº de 

referencia

Tibolona Esteroide 
sintético 39h 100 nM Sigma-

Aldrich T0827

LPS (O26:B6)
Agonista 
receptor 

TLR4
24 h 1 µg/ml Sigma-

Aldrich L2654

Letrozol Inhibidor 
aromatasa 40h 100 nM Tocris Cat Nº4382

PHTPP Antagonista 
receptor ERβ 40h 100 nM Tocris Cod 2662

MPP Antagonista 
receptor ERα 40h 100 nM Sigma-

Aldrich M7068

G15 Antagonista 
GPER1 40h 100 nM Tocris Cod 3678

17β-Estradiol Esteroide 
sexual 39h 10 nM Sigma-

Aldrich E2758

Flutamida
Antagonista 

receptor
andrógenos

40h 100 nM Tocris Cod 4094
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1:5000 durante 30 minutos y después se lavaron los cubres con PB 0,1M. Para acabar 

se sellaron los cubres usando mowiol. 

2.5 Análisis de la fagocitosis en astrocitos 

Tras el sellado de los cubres se hicieron fotos en el microscopio de 

fluorescencia con el objetivo 20X usando las mismas condiciones para todas las fotos. 

Posteriormente usando el programa FIJI (ImageJ 1.52n National Institutes of Health, 

USA) se midió la intensidad que había en el canal rojo.  

V. MÉTODOS COMUNES PARA MICROGLÍA Y ASTROCITOS 

1. Ensayo de MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide)

El ensayo de MTT es un ensayo colorimétrico que mide de manera indirecta la 

actividad metabólica celular. El MTT es una sal de tetrazolio de color amarillo que al 

entrar en una célula viva la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa la reduce 

haciendo que pierda el grupo bromuro. Al reducirse, se forma un precipitado llamado 

formazan que tiene color violeta que es soluble en Dimetilsulfóxido (DMSO) y es 

proporcional al número de células vivas. La absorbancia a una longitud de onda de 595 

nm se midió en un espectrofotómetro (Multiskan Ascent). 

Figura 14. Mecanismo de acción del MTT para medir la viabilidad celular. 

2. Cuantificación de nitritos

La cuantificación de nitritos mide de manera indirecta el nivel de inflamación 

celular. Al activarse la ruta de NF-κB, que es una ruta clásica de inflamación que 
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comienza con la activación de receptores TLR4, TLR2 o IFNγ, aumenta la activación de 

iNOS, lo que causa una mayor liberación de nitritos al medio. 

Para cuantificar los nitritos del medio se usa la solución de Griess: 

- Sulfanilamida (10 mg/ml). 

- N-(1-naftil)etilendiamina diclorhidrato (1 mg/ml). 

- Ácido fosfórico (1,5%). 

Todo disuelto en agua destilada. La sulfamida va a reaccionar con los nitritos, 

formando una sal de diazonio. El N-(1-naftil)etilendiamina diclorhidrato hará que esta 

sal se vuelva rosada. Posteriormente se hace un análisis colorimétrico usando un 

espectofotómetro a una longitud de onda de 492 nm. Cuanta mayor absorbancia 

mayor cantidad de nitritos en el medio y por lo tanto mayores niveles de inflamación 

celular. 

Figura 16. Resumen de la ruta de señalización por la que se forman los nitritos. Modificado de [93]. 
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3. PCRs cuantitativas a tiempo real (RT-qPCR) 

Para analizar los cambios en la expresión de los genes de interés se extrajo el 

ARNm total de las células en cultivo utilizando el kit Ilustra RNAspin Mini RNA isolation 

de GE Healthcare (Buckinghamshire, Reino Unido). A continuación se preparó el ADN 

complementario (ADNc) a partir de 0,75 μg de ARN de microglía y 0,5 μg de ARN de 

astrocitos, usando la enzima transcriptasa inversa M-MLV (Promega, EEUU) según las 

indicaciones del fabricante. Finalmente se llevó a cabo la amplificación del ADNc 

mediante PCR (Reacción en cadena de la polimerasa) cuantitativa a tiempo real (RT-

qPCR) (ABI Prism 7500 Sequence Detection System, Applied Biosystems) con el 

programa de ciclos recomendados por el fabricante (40 ciclos: 15 segundos a 95°C 

seguidos de 1 minuto a 60°C). La enzima polimerasa empleada fue la presente en el 

SYBR Green Master Mix para todos los genes, cuyos cebadores (Tabla 8.) fueron 

diseñados mediante el programa PrimerBlast de NCBI (National Center for 

Biothecnology Information, USA) y sintetizados por Thermo Fisher. 

El análisis de los datos de la PCR cuantitativa se llevó a cabo por el método del 

ΔΔCt (User Bulletin 2 P/N 4303859B, Applied Biosystems); los cebadores diseñados se 

validaron mediante curvas estándar, de tal modo que se demostrara que la eficiencia 

de amplificación de cada pareja de cebadores fuera la misma que la del control 

endógeno (ARNm 36B4 y GAPDH (Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa) para 

microglía; y GADPH y 18S para los astrocitos). Además, se empleó el Best Keeper Index

para determinar la estabilidad de los genes de control endógeno y estimar la cantidad 

de ARNm en cada muestra (http://gene-quantification.com/bestkeeper.html) [94]. 

Tabla 8. Cebadores utilizados en el estudio del ARNm.

NOMBRE
NÚMERO DE 

ACCESO
FORWARD 5´- 3´ REVERSE 5´- 3´

IRAK4 NM_001106791.2 GGCAATCTGAAGTCCCC
TCGT TCTGACGTTCCTCGCTTCCT

P2RY6 NM_057124.2 GGTGAAAGCAGGCAAC
GACT

TCTCAGCCTCAAGCTACCCT
A

CCR2 NM_021866 CTCTGCAAACAATGCCCA
GTT

AACTGAGACTTCTTGCTCCC
C

Receptor de 
manosas NM_001106123.2 GGTTGGATTGAGGCCTG

AAA
AACGTCCCTTTGTTTTGAAC

ATC
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P2Y12 NM_022800.1 CCCAGCAATCTTTTGGGT
GC TGCCAGACCAGACCAAACTC

Ifngr1 NM_053783 CACGGGTGATACCCAGG
AAC TCGGCTAACGTGCAAAGTCT

CD36 NM_001109218.1 CATTGGCGATGAGAAAG
TGG

GCCACAAACATCAGTACTCC
A

TREM2 NM_001106884.1 CCACGTGTTTGTCCTGTT
GC CAGTGCCTCAAGGCGTCATA

Sphk1 NM_001270811.1 ACGTGCGGGGGTGTCAA CATATGCTTGCCCTTCTGCA

CD200R1 NM_023953.1 CATAGGATGCATTTGTCT
TTTGAAA

GCTGCATTTCATCCTCCTCAA
TA

MEGF10 NM_001100657.1 AAGTCGAGACGTGTGTG
TCC CCCAGTGATCACCGTCACAA

MerTK NM_022943.1 GGCTCAGGTTCCTGTCCA
AA

GGGTTGATGAGGGTGCGTA
A

36B4 NM_022402.2 TTCCCACTGGCTGAAAA
GGT CGCAGCCGCAAATGC

GAPDH NM_017008.4 GGCATTGCTCTCAATGAC
AA

ATGTAGGGCCATGAGGTCC
AC

18S NR_046237.1 AGACGAACCAGAGCGAA
AGC

TGGTCGGAACTACGACGGT
AT

ABCA1 NM_178095.2 AACAGTTTGTGGCCCTTT
TG AGTTCCAGGCTGGGGTACTT

GULP1 NM_001013171.2 GGAGCTCCTGTGCTTTAC
CC TGCTCAGCTCAGTAATGCCC

4. Ensayo multiplex con tecnología Luminex 

Se usó este ensayo para la cuantificación de citoquinas pro- y antiinflamatorias 

secretadas al medio de cultivo por parte de los astrocitos y la microglía. Las 

citoquinas/quimioquinas que se estudiaron fueron: IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12 

(interleuquina 12), MCP-1/CCL2, RANTES/CCL5 y TNFα.

El método consiste en poner en una placa de 96 pocillos partículas magnéticas 

que tienen asociado el anticuerpo específico para la proteína de interés. Esta técnica 

permite poner varios tipos de partículas magnéticas en cada pocillo y así hacer un 

estudio multiensayo por pocillo, por lo que en una sola placa se pudieron medir todas 

las citoquinas/quimioquinas seleccionadas. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=12738846
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=281371368
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=13027397
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=399154141
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Figura 17. Esquema de la técnica usada en el ensayo multiplex con tecnología Luminex. En un pocillo 

de la placa con la muestra de interés se introducen los analitos que se quieran estudiar al mismo 

tiempo. Estos están conjugados con partículas magnéticas que permiten que la unión sea más específica 

y la perdida de muestra tras los lavados sea menor. Tras una serie de marcajes específicos el equipo es 

capaz de detectar por separado la concentración de cada analito. Al ser una técnica cuantitativa se debe 

realizar una curva de calibrado por cada proteína que se quiera estudiar. 

5. Análisis estadístico 

Los datos de las gráficas están expresados como media ± EEM si son datos que 

pasan el test de normalidad Kolmogórov-Smirnov; o la mediana con los rangos en el 

caso de que los datos no pasen el test de normalidad. Los datos fueron analizados con 

el programa GraphPad Prism 5. En los datos in vitro como máximo se tuvieron que 

comparar dos factores (tratamientos y sexo). En el caso de que los datos fueran 

normales se realizó el análisis de ANOVA de 1 o 2 factores cuando se quisieron 

comparar 3 o más grupos experimentales. En el caso de que los datos no fueran 

normales se usó el test de Kruskal-Wallis. Para la comparación de la media de dos 

grupos usamos el t-Student (si los datos pasan el test de normalidad) o el test de Mann 

Whitney (si no pasan el test de normalidad). 
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I. EFECTOS DE LA TIBOLONA EN UNA LESIÓN PENETRANTE 

CORTICAL 

1. Astrocitos inmunoreactivos para GFAP  

Se hizo un recuento del número de células GFAP positivas a los 3 y 7 días 

después de la lesión penetrante cerebral, tal y como se ha explicado en los métodos, 

delimitando la región de interés a  5 franjas verticales (F1-F5), ordenadas lateralmente 

a partir del borde de la lesión; y en 3 secciones horizontales (S1-S3) dispuestas 

verticalmente desde la superficie dorsal de la corteza. En la Figura 18 se muestran  

ejemplos representativos de la inmunotinción para GFAP en la corteza de animales 

tratados con vehículo o tibolona y sacrificados 7 días después de la lesión.  

Figura 18. Ejemplo representativo de la tinción con el anticuerpo anti GFAP en secciones de la 

corteza cerebral 7 días después de la lesión. a) Imagen de animal inyectado con vehículo utilizando 

un objetivo 10X. b) Imagen de animal inyectado con tibolona observado con un objetivo 10X. c)

Imagen de animal inyectado con vehículo observado con un objetivo 20X. d) Imagen de animal 

inyectado con tibolona utilizando un  objetivo 20X. Los asteriscos indican el borde de la lesión. La 

escala de la barra de calibración corresponde a 200 μm.
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En la Figura 19 se representa el número de células GFAP positivas por mm3 a los 

3 y 7 días después de la lesión, en animales tratados con vehículo o tibolona. En la 

gráfica 19a se sumaron los datos de los 3 sectores horizontales (S1-S3) para 

únicamente estudiar cómo variaba el número de células en función de la distancia a la 

lesión, sin tener en cuenta la profundidad de la corteza. En las gráficas 19b, c y d 

separamos los datos dorsoventralmente (S1-S3). El análisis estadístico con ANOVA de 

tres factores de los datos representados en la Figura 19a mostró efectos significativos 

del tratamiento (vehículo o tibolona), la distancia a la lesión y el tiempo trascurrido 

tras la misma. Además hubo interacciones significativas entre el tratamiento y la 

distancia con el tiempo transcurrido tras la lesión.  

Como se puede observar en la Figura 19a, en los animales tratados con vehículo 

se produjo una disminución significativa del número de células GFAP positivas en las 

franjas F4 y F5 entre los días 3 y 7 tras la lesión cerebral. En las gráficas 19b-d se 

observa como esta disminución en el número de células GFAP positivas entre los días 3 

y 7 en las franjas F4 y F5 ocurrió en los tres sectores horizontales (S1-S3).  

En los animales tratados con tibolona, el número de células GFAP positivas 

disminuyó significativamente en las franjas F2-F5 entre los 3 y 7 días tras la lesión 

(Figura 19a). El descenso en F3-F5 se detectó en los tres sectores horizontales, 

mientras que el descenso en F2 fue debido exclusivamente a S3, que es la región 

cortical analizada de mayor profundidad. 

En comparación con el vehículo, la tibolona causó a los 3 días después de la 

lesión una disminución en el número de células GFAP+ en la franja de corteza más 

próxima a la herida (F1). Ese descenso fue debido exclusivamente a la región S2. 

Además, el tratamiento con la tibolona redujo el número de células GFAP+ en F1-F4, 7 

días después de la lesión, comparado con los animales tratados con vehículo. El efecto 

de la tibolona en F2 y F3 se detectó en S1, S2 y S3, mientras que el efecto en F1 y F4 

solo se detectó en los dos sectores más dorsales de la corteza (S1 y S2). 
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Figura 19. Efecto de la tibolona sobre el número de astrocitos GFAP+ en la corteza cerebral a 3 y 7 días 

después de la lesión penetrante. a) Número de astrocitos GFAP+ en las cinco franjas verticales (F1-F5) 

en los que se sumaron los datos de los sectores horizontales S1-S3. b) Número de astrocitos GFAP+ en el 

sector 1 (S1). c) Número de astrocitos GFAP+ en el sector 2 (S2). d) Número de astrocitos GFAP+ en el 

sector 3 (S3). d.p.l., días poslesión. Diferencias significativas encontradas en los test post-hoc: *p < 0,05; 

**p < 0,01; ***p < 0,001 entre vehículo a los 3 días y vehículo a los 7 días; $ p < 0,05; $$ p < 0,01; $$$ p 

< 0,001 entre tibolona a los 3 días y tibolona a los 7 días; & p < 0,05 entre vehículo y tibolona a los 3 

días; # p < 0,05; ##p < 0,01 entre el vehículo y tibolona a los 7 días. 

2. Células inmunoreactivas para Iba1  

Analizamos el número de células Iba1 positivas a los 3 y 7 días después de la 

lesión penetrante cerebral. El recuento se hizo igual que para los astrocitos. En la 

Figura 20 se muestran ejemplos representativos de la inmunotinción para Iba1 en la 

corteza cerebral de animales tratados con vehículo o tibolona y sacrificados 7 días 

después de la lesión. 
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Figura 20. Imagen representativa de la tinción con el anticuerpo anti Iba1 en secciones de corteza 

cerebral 7 días después de la lesión. a) Imagen de un animal inyectado con vehículo. Objetivo 20X. b)

Imagen de un animal inyectado con tibolona. Objetivo 20X.c) Imagen de un animal inyectado con 

vehículo con objetivo 40X. d) Imagen de un animal inyectado con tibolona. Objetivo 40X. Los asteriscos 

indican el borde la lesión. La barra de calibración es de 200 μm.

2.1 Número total de células Iba1+ 

El análisis estadístico con el ANOVA de tres factores de los datos del número de 

células Iba1+ total reveló efectos significativos del tratamiento, la distancia a la lesión y 

el tiempo trascurrido tras la lesión. Además, aparecieron interacciones significativas 

entre el tiempo tras la lesión y el tratamiento y también con la distancia a la lesión 

(Figura 21a). Obtuvimos resultados similares, pero no idénticos, cuando el número de 

células Iba1+ en los tres sectores horizontales (S1-S3) se analizó en conjunto (Figura 

21a) o por separado (Figura 21b-d). Como se puede observar en la primera gráfica 

(Figura 21a), en los animales tratados con vehículo se produjo una reducción 

significativa en el número de células Iba1+ en las franjas F1 y F2 entre los 3 y los 7 días 

tras la lesión. Este descenso se observa sobre todo en el sector S3 de F1 y F2. Además, 

se produjo un incremento significativo del número de células Iba1+ en el sector S3 de 

la franja F3. 
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La figura 21a muestra que en los animales tratados con tibolona se produjo un 

descenso significativo en el número de células Iba1 en las franjas F4 y F5 entre los días 

3 y 7 después de la lesión. Por el contrario, el número de células iba1+ aumentó en F1 

en estos animales. Este incremento se debió a un aumento del número de células en el 

sector horizontal más profundo (S3) en la franja F1 (Figura 21d).  

Figura 21. Efecto de la tibolona sobre el número de células Iba1+ en la corteza cerebral a los 3 y 7 días 

después de la lesión penetrante. a) Número de células Iba1+ en las cinco franjas verticales (F1-F5) en las 

que se sumaron los datos de los tres sectores horizontales (S1-S3). b) Número de células Iba1+ en el 

sector 1 (S1). c) Número de células Iba1+ en el sector 2 (S2). d) Número de células Iba1+ en el sector 3 

(S3). d.p.l., días poslesión. Diferencias significativas encontradas en los test post-hoc: *p < 0,05; **p < 

0,01 entre vehículo a los 3 días y vehículo a los 7 días; $ p < 0,05; $$ p < 0,01 entre tibolona a los 3 días y 

tibolona a los 7 días; # p < 0,05; ## p < 0,01 entre vehículo y tibolona a los 7 días.  
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En comparación con los animales tratados con vehículo, el tratamiento con 

tibolona produjo a los 7 días tras la lesión un descenso significativo en el número de 

células Iba1+ en las franjas F2 y F5 (Figura 21a). La disminución producida por la 

tibolona en F2 fue debida a su efecto en S2 y S3 (Figura 21c), mientras que la reducción 

observada en F5 fue debida a su efecto en el sector superior (S1) (Figura 21b). Además, 

también se observaron diferencias entre los valores de tibolona y vehículo el día 7 tras 

la lesión en la franja F1 del sector S2 (Figura 21c) y en la franja F3 del sector S3 (Figura 

21d). 

2.2 Células Iba1+ con fenotipo reactivo

Clasificamos las células Iba1 positivas en reactivas y no reactivas de acuerdo a 

su morfología. Se realizó un ANOVA de tres vías con las células Iba1+ con fenotipo 

reactivo teniendo en cuenta todos los sectores horizontales y las cinco franjas 

verticales. El análisis reveló efectos significativos del tratamiento y la distancia a la 

lesión, pero no del tiempo transcurrido tras la lesión. Además, se detectaron 

interacciones significativas del tiempo trascurrido tras la lesión con los tratamientos y 

la distancia a la lesión. Los resultados obtenidos al juntar los tres sectores horizontales 

(S1-S3) (Figura 22a) fueron similares, aunque no iguales, que cuando se analizaron por 

separado (Figura 22b-d).  

En los animales tratados con vehículo se produjo un incremento significativo 

del número de células Iba1+ con fenotipo reactivo en las franjas verticales F1 y F2 

entre los días 3 y 7 tras la lesión (Figura 22a). El aumento en F1 se observó en los tres 

sectores horizontales analizados (Figura 22b-d). En cambio, el aumento en F2 fue 

debido solamente a un incremento en el sector más ventral (S3) (Figura 22d).  

En los animales tratados con tibolona (Figura 22a) se observó en las franjas F4 y 

F5 una reducción significativa en el número de células Iba1+ con fenotipo reactivo 

entre los días 3 y 7 después de la lesión. La disminución en F4 se detectó tanto en S2 

como en S3 (Figura 22c-d), mientras que la disminución en F5 solo se detectó en el 

sector horizontal S2 (Figura 22c). Además, el tratamiento con tibolona disminuyó 
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también el número de células Iba1+ con fenotipo reactivo en la franja F3 del sector S2 

(Figura 5c). 

En comparación con el vehículo, la tibolona causó una reducción significativa 

del número de células Iba1+ con fenotipo reactivo a los 3 (en F5) y 7 días (en F2, F3 y 

F5) después de la lesión (Figura 22a). Esta diferencia entre los grupos tibolona y 

vehículo a los 7 días después de la lesión fue debida a los sectores S2 y S3 de F2, el 

sector S3 de F3 y el sector S1 de F5. Además, en los sectores horizontales S1 y S2 se 

observó una disminución del número de células Iba1+ con fenotipo reactivo en la 

franja F1 (Figura 22b-c).  

Figura 22. Efecto de la tibolona sobre el número de células Iba1+ con fenotipo reactivo en la corteza 

cerebral a los 3 y 7 días después de la lesión penetrante. a) Número de células Iba1+ con fenotipo 

reactivo en las cinco franjas verticales (F1-F5) en las que se sumaron los datos de los tres sectores 

horizontales (S1-S3). b) Número de células Iba1+ con fenotipo reactivo en el sector 1 (S1). c) Número de 
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células Iba1+ con fenotipo reactivo en el sector 2 (S2). d) Número de células Iba1+ con fenotipo reactivo 

en el sector 3 (S3). d.p.l., días poslesión. Diferencias significativas encontradas en los test post-hoc: *p < 

0,05; **p < 0,01 entre vehículo a los 3 días y vehículo a los 7 días; $ p < 0,05; $$ p < 0,01 entre tibolona a 

los 3 días y tibolona a los 7 días; & p < 0,05 entre vehículo y tibolona a los 3 días; # p < 0,05; ##p < 0,01 

entre el vehículo y tibolona a los 7 días.  

2.3 Células Iba1+ con fenotipo no reactivo 

El ANOVA de tres factores realizado para analizar el número de células Iba1+ 

con fenotipo no reactivo mostró que había efectos significativos a causa de la distancia 

a la lesión y del tiempo trascurrido tras su realización. Además se encontraron 

interacciones significativas entre el tratamiento y el tiempo trascurrido tras la lesión. El 

número de células Iba1+ con fenotipo no reactivo se incrementó progresivamente en 

función de la distancia a la lesión en todos los grupos experimentales y en los animales 

tratados con tibolona el número de células Iba1+ con fenotipo no reactivo aumentó 

significativamente en las franjas F2, F3 y F4 entre los días 3 y 7 después de la lesión 

(Figura 23).  

El incremento en el número de células Iba1+ con fenotipo no reactivo entre los 

días 3 y 7 después de la lesión en los animales tratados con tibolona se observó en los 

sectores S1 y S2 de F2 (Figura 23b-c); en los sectores S1-S3 de F3 (Figura 23b-d) y en el 

sector S1 de F4 y F5 (Figura 23b). Además, en los animales inyectados con el vehículo 

se observó un aumento del número de células Iba1+ con fenotipo no reactivo entre los 

días 3 y 7 después de la lesión en la franja F2 del sector S1. No se detectaron 

diferencias significativas ni a 3 ni a 7 días tras la lesión en el número de células Iba1+ 

con fenotipo no reactivo al comparar los animales tratados con tibolona y los animales 

inyectados con el vehículo. 
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Figura 23. Efecto de la tibolona sobre el número de células Iba1+ con fenotipo no reactivo en la 

corteza cerebral a los 3 y 7 días después de la lesión penetrante. a) Número de células Iba1+ con 

fenotipo no reactivo en las cinco franjas verticales (F1-F5) en las que se sumaron los datos de los tres 

sectores horizontales (S1-S3). b) Número de células Iba1+ con fenotipo reactivo en el sector 1 (S1). c)

Número de células Iba1+ con fenotipo reactivo en el sector 2 (S2). d) Número de células Iba1+ con 

fenotipo reactivo en el sector 3 (S3). d.p.l., días poslesión. Diferencias significativas encontradas en los 

test post-hoc: **p < 0,01 entre vehículo de 3 días y vehículo de 7 días; $ p < 0,05; $$ p < 0,01 entre 

tibolona de 3 días y tibolona de 7 días.  

3. Efecto de la tibolona sobre el número de neuronas en la corteza 

cerebral lesionada 

Se realizó un recuento del número de células NeuN positivas en la proximidad 

al borde de la lesión y en una región equivalente del hemisferio contralateral. El 

recuento se realizó en cerebros de animales sacrificados 14 días después de la lesión 
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para así tener una estimación del número de neuronas que sobrevivieron tanto a la 

primera como a la segunda oleada de muerte neuronal que se producen tras una 

lesión cerebral. En la Figura 24 se muestra una imagen representativa de la corteza 

lesionada, inmunoteñida para NeuN, donde está marcada la zona F2, que es en donde 

encontramos las mayores diferencias entre los animales tratados con vehículo y 

tibolona. 

Figura 24. Ejemplo representativo de la tinción anti NeuN en secciones de la corteza cerebral 14 días 

después de la lesión. a) Imagen de animal inyectado con vehículo con objetivo 20X. b) Detalle de la 

franja F2 de la imagen a. c) Imagen de animal inyectado con tibolona con objetivo 20X. d) Detalle de la 
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franja F2 de la imagen c. Los asteriscos indican el borde la lesión. La barra de calibración corresponde a 

200 μm. El asterisco indica el borde de la lesión.

Al comparar el número de neuronas de la corteza del hemisferio contralateral 

(no lesionada) con la ipsilateral (lesionada) (Figura 25), se observa que en torno a la 

lesión (franjas F1 y F2) se produce una disminución en el número de neuronas NeuN+.  

La reducción en el número de neuronas NeuN+ al borde de la lesión (F1) fue 

similar en los animales tratados con vehículo y en lo animales inyectados con tibolona. 

Sin embargo, la tibolona redujo la perdida neuronal observada en F2 en los animales 

inyectados con el vehículo. 

Figura 25. Efecto de la tibolona sobre el número de neuronas NeuN+ en la corteza cerebral 14 días 

después de la lesión penetrante. Se representa el número de células NeuN+ en las cinco franjas 

verticales (F1-F5) consecutivas desde el borde de la lesión en el hemisferio lesionado y el número de 

células NeuN+ de la corteza contralateral en las regiones correspondientes a F1 y F2. Diferencias 

significativas: *p < 0,05 entre el grupo de los animales tratados con tibolona y los animales tratados con 

vehículo en la zona F2 del hemisferio ipsilateral a la lesión; ##p < 0,01; ###p < 0,001 entre el hemisferio 
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ipsilateral y contralateral en los animales tratados con vehículo; $$$p < 0, 001 entre el hemisferio 

ipsilateral y contralateral en los animales tratados con tibolona. 

II. EFECTOS DE LA TIBOLONA EN CULTIVOS PRIMARIOS DE MICROGLÍA Y 

ASTROCITOS 

1. Las células primarias de microglía expresan enzimas que metabolizan 

la tibolona 

Los siguientes experimentos estuvieron encaminados a evaluar el efecto de la 

tibolona en cultivos primarios de microglía de rata. Con el objetivo de conocer si las 

células de microglía expresan las enzimas necesarias para metabolizar la tibolona, 

analizamos la expresión de las enzimas 3β-HSD y 3α-HSD mediante PCR cuantitativa a 

tiempo real utilizando distintas concentración de ADNc.

Figura 26. Gráficas de amplificación de ADNc en los distintos ciclos de la reacción en cadena de la 

polimerasa cuantitativa (qPCR). a) ADNc de la 3β-hidroxiesteroide deshidrogenasa. Se muestra el 

umbral de amplificación con una línea rosa horizontal. b) ADNc de la 3α-hidroxiesteroide 

deshidrogenasa. Se muestra el umbral de amplificación con una línea verde horizontal. La línea negra 

vertical en ambas gráficas indica el ciclo a partir del cual consideramos que la amplificación ya no es 
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específica, puesto que los controles negativos presentan amplificación del mismo nivel a partir del ciclo 

38. 

En la Figura 26 se muestran los ciclos en los que se amplificaron las regiones 

específicas de ADN de los genes de interés. Como muestra la Figura 26, tanto para la 

3β-HSD como para la 3α-HSD hay amplificación específica, ya que en ambos el ADNc 

llegó a amplificarse por debajo del ciclo 38, a partir del cual ya no es posible asegurar 

que la amplificación sea específica. En el caso de la 3β-HSD (Fig. 26a), se observó que 

todos los ciclos estaban por debajo de 38, así que las células presentan altos niveles de 

expresión de esta enzima. Por otro lado, en el caso de la 3α-HSD (Fig. 26b), solo las 

concentraciones más altas de ADNc amplificaron de manera específica el gen, por lo 

tanto su expresión es más baja. 

2. Efecto de la tibolona sobre la viabilidad celular y la producción de 

nitritos en la microglía 

Para estudiar el efecto que tiene la tibolona en un cultivo primario de microglía 

de rata evaluamos la respiración mitocondrial, como medida de la viabilidad celular, y 

la cantidad de nitritos liberados al medio. Como ya se ha explicado en el apartado de 

métodos, para ello usamos las técnicas colorimétricas de MTT y Griess, 

respectivamente. Se puede  observar en la Figura 27a-b que la tibolona no tiene un 

efecto significativo ni sobre la viabilidad celular ni sobre la producción de nitritos. 

Figura 27. Efecto de la tibolona sobre la viabilidad celular y la producción de nitritos. a) Medición de la 

respiración mitocondrial mediante la técnica de MTT. Muestra que la tibolona no modifica la viabilidad 

celular en comparación con las células control. b) Cantidad de nitritos liberados al medio con respecto a 
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la viabilidad celular. La tibolona no aumenta los niveles de nitritos si los comparamos con las células 

control. 

3. Efecto de la tibolona sobre los niveles de citoquinas en condiciones 

inflamatorias en cultivos de microglía. 

Para estudiar el posible efecto antiinflamatorio de la tibolona en las células de 

microglía, se pretrataron los cultivos son el esteroide durante 16 horas antes de 

someterlas a un estímulo proinflamatorio, en este caso el IFNγ. Tras 24 horas de 

incubación con IFNγ se recogió el medio de cultivo y se midieron los niveles de IL-1β, 

TNFα, MCP-1 y RANTES. En la Figura 28 se representan los resultados de este 

experimento. 

En la Figura 28a se observa que las incubaciones con tibolona o con interferón 

no tuvieron por sí mismas un efecto significativo sobre los niveles de IL-1β en el medio 

de cultivo ni de las células machos ni las de hembras. Sin embargo, en las células 

macho incubadas con tibolona e interferón, los niveles de IL-1β en el medio se vieron 

significativamente reducidos con respecto a los cultivos tratados con tibolona en 

solitario. No obstante, este efecto combinado del interferón y la tibolona no se detectó 

en las células hembra.  

En las figuras 28b y 28d se observa que los tratamientos no tuvieron ningún 

efecto significativo ni sobre los niveles de TNFα ni sobre los de RANTES en ningún sexo. 

Por el contrario, tanto la tibolona como el interferón aumentaron por separado los 

niveles de MCP-1 en el medio de cultivo de las células hembra, efecto que desapareció 

al combinar ambos tratamientos (Figura 28c).  
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Figura 28.  Concentración de citoquinas en el medio de cultivo de microglía primaria de rata. a)

Concentración de IL-1β b) Concentración de TNFα. c) Concentración de MCP-1. d) Concentración de 

RANTES. ##p <0,01 respecto al grupo con tibolona del mismo sexo. *p <0,05 respecto al grupo control 

del mismo sexo.

4. Efecto de la tibolona sobre la fagocitosis de E.coli por la microglía 

Para medir la actividad fagocítica de las células de microglía primaria de rata se 

utilizaron biopartículas de Escherichia coli que son sensibles a los cambios de pH, y solo 

son fluorescentes cuando éstas han sido fagocitadas y han llegado a un fagosoma o 

lisosoma, ya que en su interior el pH es ácido. La fagocitosis se evaluó separando la 

microglía procedente de animales macho y hembra. En la Figura 29 se muestran 

ejemplos representativos de la fagocitosis de E.Coli por parte de los cultivos microglía 

provenientes de animales macho (Fig. 29a) y animales hembra (Fig. 29b). 
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Figura 29. Imágenes representativas de la fagocitosis de E.coli (verde) por células de microglía (núcleo 

en azul, DAPI). a) Cultivo de microglía de animales macho. b) Cultivo de microglía de animales hembra. 

Ambas imágenes fueron tomadas con un objetivo 20X. 

4.1 Diferencias sexuales basales en la fagocitosis de E. coli por la microglía 

Se midió la cantidad de E. coli fagocitada por las células de microglía a partir de 

fotografías tomadas con un microscopio de fluorescencia. El análisis se hizo sin 

conocer a qué grupo experimental correspondía cada imagen. En la Figura 30 se puede 

observar que las células macho y hembra fagocitan cantidades diferente de E. coli de 

manera basal, siendo las hembras las que tienen mayor capacidad fagocítica. 

Figura 30. Fagocitosis basal de E. coli por la microglía de machos y de hembras. *p <0,05 respecto a 

machos. 
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4.2 Efectos de la tibolona y el estradiol sobre  la fagocitosis de E. coli por la microglía 

En la Figura 31 se muestra el efecto que tienen la tibolona y el estradiol sobre la   

fagocitosis de E. coli por parte de la microglía macho y hembra. La tibolona redujo de 

manera significativa la fagocitosis de E. coli por la microglía de ambos sexos. Por el 

contrario, el estradiol tuvo un efecto diferente en los cultivos de machos y hembras. 

Así, el estradiol no tuvo ningún efecto en la microglía de animales macho en 

comparación con la fagocitosis basal, mientras que en la microglía hembra el estradiol 

disminuyó la fagocitosis de manera significativa en comparación al control, aunque no 

llegó a disminuirla tanto como la tibolona, siendo mayor la fagocitosis en las células 

tratadas con estradiol que en las tratadas con el esteroide sintético. 

Figura 31. Efecto de la tibolona y el estradiol sobre la fagocitosis de E. coli por la microglía. ***p 

<0,001; *p <0,05, respecto al grupo control de cada sexo. $$$p <0,001; $$p <0,01 entre el estradiol y el 

grupo de tibolona de cada sexo. @@@p <0,001 entre el grupo de tibolona de hembras y el de machos. 

&&p <0,01 entre el grupo de estradiol de hembras con respecto al de machos. 

4.3 Efectos de la tibolona y los antagonistas de los receptores de estrógenos sobre la 

fagocitosis de E. coli por la microglía 

En la Figura 32 se muestran los resultados del efecto de los antagonistas de los 

receptores de estrógeno sobre la fagocitosis de E. coli por la microglía. En la Figura 32a 

se representan los datos de la microglía macho. De nuevo se detectó una disminución 

de la fagocitosis al tratar a las células con tibolona. Ningún antagonista bloqueó el 
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efecto de la tibolona, sino que, por el contrario, la combinación de la tibolona con cada 

uno de los antagonistas resulto en una disminución de la fagocitosis aún más acusada. 

En el caso de las células macho, ninguno de los antagonistas tuvo un efecto por sí solo 

(Figura 32a).  

En las células hembra (Figura 32b), también se ve de nuevo que la tibolona 

disminuye la fagocitosis de manera significativa y en este caso el MPP, antagonista del 

receptor de estrógeno α, previno la disminución de la fagocitosis causada por la 

tibolona. Además, los antagonistas MPP y PHTPP tuvieron un efecto por sí solos sobre 

la fagocitosis, disminuyéndola respecto a las condiciones basales. En cambio, el G15 no 

tuvo ningún efecto significativo por sí solo, pero igual que en las células macho 

disminuyó aún más la fagocitosis en presencia de tibolona. 
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Figura 32. Efecto de los antagonistas de los receptores de estrógenos sobre la fagocitosis de E. coli por 

la microglia. a) Microglía macho. b) Microglía hembra. Diferencias significativas: ***p<0,001; *p <0,05 

con relación al respectivo grupo control de cada sexo. $$$p <0,001; $p <0,05 con relación al respectivo 

grupo de tibolona de cada sexo. MPP, antagonista del receptor de estrógeno α. PHTPP, antagonista del 

receptor de estrógeno β. G15, antagonista del receptor de estrógeno GPER1.

4.4 Efecto del antagonista del receptor de andrógenos flutamida sobre la fagocitosis 

de E. coli por la microglía 

Para estudiar si los receptores de andrógenos están involucrados en la 

regulación de la fagocitosis microglial usamos la flutamida (Figura 33). En la Figura 33a 

se puede observar que la flutamida no modificó de manera significativa el efecto de la 

tibolona en las células macho. No obstante, la flutamida por sí sola redujo la actividad 

fagocítica de estas células.  
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Figura 33. Efecto del antagonista flutamida sobre la fagocitosis de E. coli por la microglía. a) Células 

macho. b) Células hembra. ***p<0,001; *p <0,05 con relación al respectivo control de cada sexo. $$$p 

<0,001 con relación al respectivo grupo de tibolona de cada sexo; ###p <0,001; ##p <0,01 con relación al 

respectivo grupo de tibolona y flutamida (Tib+Flut) de cada sexo. 

Al contrario de lo observado en las células macho, la flutamida por sí sola no 

tuvo ningún efecto en la fagocitosis de las células hembra con respecto a las células 

control (Figura 33b). En cambio, la flutamida bloqueó parcialmente el efecto 

inhibitorio de la tibolona sobre la fagocitosis de las células hembra. 

5. Efecto de la tibolona sobre la migración de la microglía 

Además de la actividad fagocítica de la microglía también se estudió su 

actividad migratoria, tanto de manera basal como con el tratamiento con tibolona. 

Para ello se utilizaron placas con insertos sobre los que se sembraron las células en la 

parte superior. Tras el tratamiento, las células migraron al otro lado del inserto. En la 

Figura 34 se muestra una imagen representativa de la migración microglial en el otro 

lado del inserto.  
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Figura 34. Imagen representativa de la migración de la microglía. Los núcleos de las células están 
marcados con DAPI.  

En la Figura 35 se muestra que la migración celular no presentó diferencias 

sexuales basales y además la tibolona no fue capaz de modificarla. 

Figura 35. Efecto de la tibolona sobre la migración de la microglía. No se observa ninguna diferencia 

significativa entre los grupos. 0,0632 se corresponde con el valor de p entre el grupo control y la 

tibolona en microglía de machos. 

6. Efecto de la tibolona sobre la expresión de genes de fagocitosis y 

migración en microglía 

Como se ha mostrado en el apartado de resultados del efecto de la tibolona 

sobre la fagocitosis de E. coli por células de microglía, el fármaco es capaz de modificar 

esta función tanto en células macho como en hembras (Fig. 31). Además de la función 

fagocítica quisimos estudiar si la tibolona era capaz de modificar los niveles del ARNm 

de genes de fagocitosis y migración. Para ello se analizó la expresión de los siguientes 

genes: TREM2, el receptor 1 del cúmulo de diferenciación 200 (CD200R), P2RY6, la 

interleuquina asociada al receptor de kinasa 4 (IRAK4), el cúmulo de diferenciación 36 

(CD36), el receptor de manosas, la kinasa 1 de esfingosina (Sphk1), P2Y12, el receptor 

2 de quimioquinas con motivo C-C (CCR2) y el receptor 1 de interferón gamma 

(IfngR1). Como se puede observar en la Figura 36, la tibolona no fue capaz de 
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modificar la expresión de ninguno de estos genes. En el caso del gen IRAK4, se detectó 

una diferencia sexual, siendo mayor la expresión en hembras 

Figura 36. Expresión por las células de microglía de genes relacionados con la fagocitosis y la 

migración celular en condiciones basales y tras el tratamiento con tibolona. *p <0,05 entre el grupo 

control de machos y el grupo control de hembras. 
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7. Los astrocitos primarios expresan enzimas que metabolizan la tibolona 

Al igual que para las células de microglía, antes de iniciar los experimentos 

con los cultivos de astrocitos se quiso comprobar que estas células expresan las 

enzimas necesarias para metabolizar la tibolona. En este caso también se analizó la 

expresión de las enzimas 3β-HSD y 3α-HSD por qPCR en distintas concentraciones 

de ADNc. En la Figura 20 se pueden observar los ciclos en los que se amplificaron 

las regiones específicas de ADN de los genes de interés. Como muestra la Figura 37, 

tanto para la 3β-HSD como para la 3α-HSD hubo amplificación específica, ya que en 

ambos casos el ADNc llegó a amplificarse por debajo del ciclo 38, a partir del cual 

ya no es posible asegurar que la amplificación sea específica. 

Figura 37. Gráficas de amplificación de ADNc en los distintos ciclos de la reacción en cadena de la 

polimerasa cuantitativa (qPCR). a) Enzima 3β-hidroxiesteroide deshidrogenasa. Se muestra el umbral 

de amplificación en una línea rosa horizontal. La línea negra vertical indica el ciclo a partir del cual se 

considera que la amplificación ya no es específica. En este caso el ciclo 38. b) 3α-hidroxiesteroide 

deshidrogenasa. Se muestra el umbral de amplificación en una línea rosa horizontal. La línea negra 
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vertical indica el ciclo a partir del cual se considera que la amplificación ya no es específica, en este caso 

el ciclo 38. 

8. Efecto de la tibolona sobre la viabilidad celular y la producción de 

nitritos por los astrocitos  

Para estudiar el efecto que tiene la tibolona en un cultivo de astrocitos 

primarios de rata se midió, igual que en el caso de la microglía, la respiración 

mitocondrial y la cantidad de nitritos liberados al medio, con las técnicas 

colorimétricas de MTT y Griess, respectivamente. Como se muestra en la Figura 38a, la 

tibolona no modificó la viabilidad celular. Tampoco modificó la producción de nitritos 

(Figura 38b). 

Figura 38. Efecto de la tibolona sobre la viabilidad celular y la producción de nitritos. a) Medición de la 

respiración mitocondrial mediante la técnica de MTT. Muestra que la tibolona no modifica la viabilidad 

celular en comparación con las células control. b) Cantidad de nitritos liberados al medio con respecto a 

la viabilidad celular. La tibolona no aumenta los niveles de nitritos si los comparamos con las células 

control. 

9. Efecto de la tibolona sobre los niveles de citoquinas en condiciones 

inflamatorias en cultivos de astrocitos 

Para estudiar el posible efecto antiinflamatorio de la tibolona en astrocitos, se 

pretrataron las células con el esteroide durante 16 horas antes de someterlas a un 

estímulo proinflamatorio, en este caso el LPS. Tras 24 horas de tratamiento con LPS se 

recogió el medio de cultivo y se midieron los niveles de varias citoquinas utilizando la 

técnica de Luminex. En concreto, se midieron los niveles de IL-1β, TNFα, IL-10, IL-6, 
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MCP-1 y RANTES. En la Figura 39 se pueden observar los resultados de este 

experimento.  

Figura 39. Concentración de citoquinas en el medio de cultivo de astrocitos primarios de rata. a)

Concentración de IL-1β. b) Concentración de TNFα. c) Concentración de IL-10. d) Concentración de IL-6. 

e) Concentración de MCP-1. f) Concentración de RANTES. * p<0,05; **p <0,01; ***p <0,001 entre el 
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grupo experimental con el grupo control de su respectivo sexo. $p <0,05 respecto al grupo de LPS del 

mismo sexo. 

El LPS aumentó de manera significativa en ambos sexos los niveles de todas las 

citoquinas estudiadas (Figura 39). La tibolona por sí sola no tuvo un efecto significativo 

sobre los niveles de citoquinas en el medio de cultivo. Además, la tibolona no modificó 

de manera significativa el efecto del LPS sobre los niveles de citoquinas en los 

astrocitos macho. Sin embargo, en los astrocitos hembra, la tibolona redujo el efecto 

del LPS sobre los niveles de TNFα (Figura 39b) e IL-10 (Figura 39c).  

10.  Efecto de la tibolona sobre la fagocitosis de detritos celulares por 

los astrocitos 

En el caso de los astrocitos, se analizó la actividad fagocítica usando detritos 

celulares conjugados con Cy3. En la Figura 40a se puede observar una imagen 

representativa de un astrocito en la que se muestra la marca de Cy3. Para comprobar 

que la marca de Cy3 es intracelular se realizaron secciones ópticas en el interior de la 

célula (Figura 40b). En la Figura 41 se pueden observar imágenes representativas de la 

fagocitosis de detritos celulares (rojo) en astrocitos de los dos sexos, en condiciones 

basales y tras el tratamiento con tibolona.  

Figura 40. Imágenes representativas de la fagocitosis de detritos celulares por un astrocito. a)

Proyección de un astrocito donde se observan las marcas de Cy3 (rojo), conjugado a los detritos 
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celulares, GFAP (verde) y DAPI (azul). b) Sección óptica intracelular en la que se observa que la marca de 

Cy3 está en el interior de la célula. 

10.1 Estudio de la fagocitosis basal  

La actividad fagocítica basal de los astrocitos se midió tanto en células macho 

como en hembras. Midiendo la intensidad de la marca de Cy3 se puede inferir que los 

astrocitos hembra tienen la misma actividad fagocítica que los astrocitos macho  

(Figura 42).  
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Figura 41. Imágenes representativas de la fagocitosis de detritos celulares por astrocitos macho y hembra 
tanto en situación control como tratados con tibolona. 

Figura 42. Fagocitosis basal de detritos celulares por los astrocitos machos y hembra. No existen 
diferencias basales. 

10.2 Efectos de la tibolona sobre la fagocitosis de detritos celulares por los astrocitos 

En la Figura 43 se muestra el efecto que tiene la tibolona sobre la actividad 

fagocítica de los astrocitos. Se puede observar que tanto en machos como en hembras 

la tibolona aumenta de manera significativa la fagocitosis, siendo este aumento mayor 

en hembras en comparación con los machos. 
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Figura 43. Efecto de la tibolona sobre la fagocitosis de detritos celulares por astrocitos primarios de 

machos y hembras. ***p <0,001 en relación al grupo control respectivo de cada sexo. $p <0,05 respecto 

al grupo con tibolona de machos. 

10.3 Efectos de los antagonistas de los receptores de estrógeno sobre la fagocitosis 
de detritos celulares por los astrocitos 

En la Figura 44 se muestra el efecto de los antagonistas de los receptores de 

estrógeno sobre la fagocitosis de detritos celulares por los astrocitos. Los antagonistas 

estudiados fueron el MPP, PHTPP y G15. En la Figura 44a se muestran los efectos en 

células macho. Aquí, los antagonistas no modificaron el efecto de la tibolona, ni 

tuvieron un efecto por sí mismos. En cambio, en los astrocitos hembra (Figura 44b), el 

PHTPP revirtió el efecto de la tibolona a niveles de las células control. Excepto el MPP, 

ningún  antagonista tuvo efecto por sí solo en las células hembra. 
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Figura 44. Efecto de los antagonistas de los receptores de estrógeno sobre la fagocitosis de detritos 

celulares por los astrocitos. a) Astrocitos macho. b) Astrocitos hembra. Diferencias significativas: 

***p<0,001; **p <0,01 en relación al respectivo grupo control de cada sexo; $$$p <0,001; $$p <0,01 en 

relación al respectivo grupo de tibolona de cada sexo. MPP, antagonista del receptor de estrógeno α. 

PHTPP, antagonista del receptor de estrógeno β. G15, antagonista del receptor de estrógeno GPER1.

10.4 Efecto del antagonista del receptor de andrógenos flutamida sobre la 
fagocitosis de detritos celulares por los astrocitos 

Al igual que con la microglía, se estudió el papel del receptor de andrógenos en 

la fagocitosis, en este caso de los astrocitos. Como se observa en la Figura 45a, la 

flutamida no modificó el efecto de la tibolona sobre la fagocitosis por los astrocitos 

macho, ni tuvo ningún efecto por sí sola respecto al grupo control. En cambio, en los 

astrocitos hembra (Figura 45b), la flutamida revirtió a niveles control el efecto de la 

tibolona. Además, la flutamida redujo por sí sola de manera significativa la actividad 

fagocítica, incluso por debajo de los niveles del grupo control. 
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Figura 45. Efecto de la flutamida sobre la fagocitosis de detritos celulares por los astrocitos. a)

Astrocitos macho. b) Astrocitos hembra. Diferencias significativas: ***p<0,001 en relación al respectivo 

grupo control de cada sexo; $$$p <0,001 en relación al respectivo grupo de tibolona de cada sexo; ###p 

<0,001 en relación al respectivo grupo de Tib+Flut de cada sexo. Tib+Flut, tibolona más flutamida. 

10.5 Efecto del estradiol endógeno sobre la capacidad fagocítica de los astrocitos 

Como se ha mostrado en las Figura 43, 44 y 45, la modificación de las rutas de 

activación de los estrógenos, ya sea usando tibolona o antagonistas de receptores de 

estrógeno, hace que la actividad fagocítica de los astrocitos varíe, y además de manera 

diferente en células macho y hembra.  

Figura 46. Efecto del letrozol sobre la fagocitosis de detritos celulares por los astrocitos. a) Astrocitos 

macho. b) Astrocitos hembra. Diferencias significativas: ***p<0,001; *p <0,05 en relación al respectivo 

grupo control de cada sexo; $$$p <0,001; $$p <0,01 en relación al respectivo grupo de tibolona de cada 

sexo; @@@p <0,001 en relación al respectivo grupo letrozol de cada sexo. Tib+Let, tibolona más 

letrozol. 
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En la Figura 46 se muestra el efecto de inhibir la producción endógena de 

estradiol por los astrocitos mediante la utilización de letrozol, un inhibidor de la 

enzima aromatasa. Como se observa en la Figura 46a, en astrocitos macho el letrozol 

por sí solo aumentó la fagocitosis de manera significativa en comparación al grupo 

control, alcanzando casi los mismos niveles que la tibolona. Además, el tratamiento 

conjunto con tibolona y letrozol resultó en un incremento de la fagocitosis por encima 

de los valores control y de los de los otros dos grupos experimentales. Por el contrario, 

aunque el letrozol por sí solo también aumentó la fagocitosis en los astrocitos hembra, 

el tratamiento conjunto con tibolona y letrozol no modificó de manera significativa la 

fagocitosis respecto a los valores control (Figura 46b).

10.6 Efecto del estradiol sobre la fagocitosis de detritos celulares por los astrocitos 

tras la inhibición de la enzima aromatasa 

Después de averiguar que la administración de estradiol exógeno tiene efectos 

sobre la fagocitosis de los astrocitos macho (Figura 47) y que la inhibición de la síntesis 

de estradiol endógeno tiene efectos en astrocitos macho y hembra (Figura 46), se 

quiso determinar cuál era el efecto del estradiol exógeno cuando se inhibía la síntesis 

del estradiol endógeno. En la Figura 47 se muestran los resultados de este 

experimento.  

Como se observa en la Figura 47a, la administración conjunta de letrozol y 

estradiol tuvo el mismo efecto que el observado con el tratamiento con solo estradiol. 

En el caso de la células hembra (Figura 47b), esta administración conjunta no tuvo 

ningún efecto, al igual que al administrar el estradiol solo.   
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Figura 47. Efecto del letrozol y el estradiol sobre la fagocitosis de detritos celulares por los astrocitos 

a) Astrocitos macho. b) Astrocitos hembra. Diferencias significativas: ***p<0,001 respecto al grupo 

control; @@@p <0,001; @@p <0,001 respecto al grupo letrozol. Let, letrozol. E2, estradiol. 

10.7  Efectos de la tibolona sobre la respuesta fagocítica de los astrocitos frente al 
LPS 

A continuación, decidimos estudiar el efecto de la tibolona sobre la actividad 

fagocítica de los astrocitos en condiciones inflamatorias. Para ello, los cultivos se 

trataron con LPS en presencia o en ausencia de tibolona. En la Figura 48 se muestran 

los resultados de este experimento.
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En la Figura 48a se muestra el efecto del LPS en la actividad fagocítica de 

astrocitos macho. Se puede observar que el tratamiento con LPS aumentó de manera 

significativa la fagocitosis en comparación al grupo control. La tibolona también 

incrementó la fagocitosis, pero no tanto como con LPS. Además, la tibolona redujo de 

manera significativa el efecto del LPS sobre la fagocitosis, aunque sin llegar a los 

valores control.  

Al contrario que en los astrocitos macho, el LPS produjo una disminución 

significativa de la fagocitosis en las células hembra (Figura 48b). La tibolona tuvo el 

efecto contrario al LPS en las hembras e inhibió la caída de la fagocitosis inducida por 

el LPS a niveles por encima del valor control. 

Figura 48. Efecto del LPS y la tibolona sobre la capacidad fagocítica de detritos celulares por astrocitos 

primarios. a) Efecto del LPS y la tibolona en astrocitos macho. b) Efecto del LPS y la tibolona en 

astrocitos hembra. ***p <0,001 entre el grupo experimental y el grupo control. %%%p <0,001 entre el 

grupo experimental y el grupo con LPS.  
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11.  Efecto de la tibolona sobre la expresión de genes de fagocitosis en 

los astrocitos  

Figura 49. Estudio de los efectos que tiene la tibolona sobre la expresión de genes relacionados con la 

fagocitosis en los astrocitos. a) Expresión del gen MerTK. b) Expresión del gen MEGF10. c) Expresión del 

gen ABCA1 (Transportador A1 en cinta unido a ATP). d) Expresión del gen GULP1 (Dominio 1 adaptador 

de envoltura PTB). #p <0,05 respecto al control de machos.

Ya que la tibolona modifica la actividad fagocítica de detritos celulares por los 

astrocitos macho y hembra, se quiso estudiar si este efecto estaba asociado a la 

modificación de la expresión de genes relacionados con la fagocitosis astrocitaria. Para 

ello se analizaron los siguientes genes: MerTK, MEGF10, ABCA1 y GULP1. Como se  

puede observar en la Figura 49, la tibolona no modificó de manera significativa la 

expresión de ninguno de estos genes, ni en machos ni en hembras. Pero se detectó  

una diferencias sexual en la expresión del gen MEGF10 (Figura 49b), que fue menor en 

células hembra.  
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1. Efectos de la tibolona sobre la gliosis reactiva en 

una lesión cortical 

La gliosis reactiva después de una lesión cerebral aguda sigue un patrón 

temporal y regional preciso. En este estudio, hemos observado que el número de 

células GFAP+ y el número de células Iba1+ en la corteza cerebral cambian según la 

distancia a la herida (F1-F5) y el tiempo después de la lesión. Además, la gliosis reactiva 

mostró diferencias en función de la distancia a la superficie cortical dorsal (S1-S3). Los 

cambios en la gliosis reactiva después de una lesión penetrante, de acuerdo con el 

tiempo después de la lesión y la distancia al borde de la lesión se han descrito 

previamente [95-102]. Sin embargo, los cambios en el número de astrocitos reactivos y 

microglía reactiva en función de la profundidad cortical han sido menos explorados. 

Por ejemplo, Miyake et al. [97] observaron diferencias en el número de células GFAP+ 

entre la capa I y las capas II-VI en la corteza cerebral del ratón después de una herida 

penetrante. Nuestros hallazgos indican que las diferencias espaciales en el número de 

células GFAP+ e Iba1+ en la corteza cerebral después de la lesión cerebral no solo 

dependen de la distancia a la lesión, sino también de la profundidad cortical. 

Nuestros resultados indican que el tratamiento con tibolona provoca una 

reducción en el número de astrocitos GFAP+ y en el número de células de microglía 

Iba1+ después de una lesión cortical aguda. El efecto de la tibolona en las células 

GFAP+ e Iba1+ también mostró diferencias según el tiempo después de la lesión, la 

distancia a la lesión y la posición dentro del eje cortical dorsoventral, lo que sugiere 

que la acción de la tibolona sobre la gliosis reactiva está regulada en un contexto 

específico. El efecto de la tibolona se observó en las regiones corticales ubicadas en la 

proximidad (0-600 μm) de la herida, donde, de acuerdo con estudios anteriores [96, 

100, 101], detectamos el mayor número de astrocitos y microglía con un fenotipo 

reactivo tras la lesión cerebral. En contraste, la tibolona no afectó el número de células 

gliales en el hemisferio contralateral, lo que sugiere que su acción sobre la 

supervivencia de las células gliales está restringida al tejido dañado. Cabe señalar, sin 

embargo, que la tibolona tiene efectos sobre el tejido cerebral sano. Por ejemplo, la 

tibolona aumenta la expresión de la superóxido dismutasa-2 en el hipocampo de rata 
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[76] y regula la eficacia sináptica en las neuronas POMC hipotalámicas [71]. Aunque la 

tibolona no redujo el número de células gliales en el hemisferio contralateral, el 

esteroide podría regular otros parámetros en los astrocitos y la microglía en el tejido 

sano. Por ejemplo, se ha demostrado que otro esteroide, el estradiol, reduce la gliosis 

reactiva en el cerebro lesionado, pero promueve el crecimiento de los procesos 

astrocíticos y la expresión de GFAP en tejido cerebral sano [43]. Por lo tanto, se 

necesitan más estudios para determinar los efectos de la tibolona sobre los astrocitos 

y la microglía en condiciones fisiológicas. Para ello hemos hecho varios estudios in vitro

que serán discutidos posteriormente. 

Con la excepción de una reducción por el tratamiento con tibolona en el 

número de células GFAP+ a 0-200 μm de la herida (F1) y entre las 200 y 400 μm desde 

la superficie cortical (S2), no se encontraron diferencias a los 3 días después de la 

lesión en el número de células GFAP+ o Iba1+ entre los animales control y los 

inyectados con tibolona. Sin embargo, la tibolona indujo cambios significativos en el 

número de astrocitos y microglía a los 7 días después de la lesión en comparación con 

los animales del grupo control. Así, a los 7 días después de la lesión, los animales 

inyectados con tibolona mostraron una disminución en el número de células GFAP+, en 

el número de células Iba1+ totales y en el número de células Iba1+ con fenotipo 

reactivo. Por el contrario, la tibolona no afectó el número de células Iba1+ con 

fenotipo no reactivo en comparación con los animales inyectados con vehículo. Estos 

hallazgos indican que a los 7 días después de la lesión, la tibolona redujo la gliosis 

reactiva.  

La gliosis reactiva es una respuesta adaptativa dirigida a restaurar la 

homeostasis del tejido neural [7, 24, 103, 104]. Sin embargo, bajo ciertas 

circunstancias, los astrocitos reactivos y la microglía reactiva pueden ejercer acciones 

perjudiciales [24, 105-107]. En nuestro estudio, la regulación de la gliosis reactiva por 

tibolona se asoció con un aumento de la supervivencia neuronal en la corteza cerebral 

lesionada, evaluada a los 14 días después de la lesión. En la lesión traumática cerebral, 

la gliosis y la neuroinflamación se asocian con una muerte neuronal tardía que se 

produce varios días después de la pérdida neuronal primaria inducida por la lesión 

[108]. Por ello, en nuestro estudio, la supervivencia neuronal se evaluó 14 días tras la 
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lesión cerebral, después de las dos oleadas de muerte neuronal. Al mantener un 

estado metabólico y funcional saludable en los astrocitos y microglía [78-80, 109] y al 

reducir la neuroinflamación [109] y la gliosis, la tibolona podría mejorar la función 

homeostática de estas células y aumentar sus acciones neuroprotectoras. 

La acción protectora de la tibolona sobre las neuronas se limitó a la región F2. 

La región F1 probablemente estaba demasiado cerca del sitio de la lesión y sufriría un 

proceso de muerte neuronal primaria rápida, como ocurre en el foco de las lesiones 

isquémicas y por lo tanto no pudo protegerse con la tibolona. Sin embargo, la región 

F2 puede representar un sitio de muerte neuronal secundaria (penumbra), donde la 

tibolona podría ejercer un efecto protector. En las regiones F3-F5, no se observó un 

efecto significativo de la tibolona en comparación con el vehículo, probablemente 

debido a que estas regiones están demasiado alejadas del sitio de la herida y las 

neuronas pueden gestionar mejor la situación de estrés. 

Para facilitar la comparación de los resultados del presente estudio con los 

obtenidos previamente con estradiol y los SERMs sobre la gliosis reactiva, la tibolona 

se inyectó a las 0, 24 y 48 horas después de la lesión cerebral como se describe en los 

protocolos anteriores [59, 110]. Este período de tiempo corresponde a la fase de inicio 

de la gliosis reactiva. Los astrocitos reaccionan en cuestión de horas después de una 

herida cerebral [111, 112], mientras que la respuesta de las células microgliales ocurre 

entre 3 y 7 días después de la lesión [113]. En las mujeres, la tibolona tiene una vida 

media plasmática de 7 horas y los niveles de sus metabolitos alcanzan su punto 

máximo entre 60 y 90 minutos después de la administración [114]. Aunque estos 

valores pueden ser diferentes en nuestro modelo animal, sugieren que los efectos de 

la tibolona sobre la gliosis a los 7 días después de la lesión y el número de neuronas a 

los 14 días después de la lesión son la consecuencia de la acción del esteroide durante 

los primeros días del daño cerebral. 

La activación del inflamosoma en las neuronas perilesionales y la microglía es 

uno de los primeros eventos iniciados después de una lesión cerebral [115] y 

desempeña un papel en los mecanismos de lesión secundaria [116]. Por lo tanto, la 

actividad antiinflamatoria de la tibolona, que ha sido detectada en la línea celular de 
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microglía BV-2 [80], podría ser uno de los mecanismos por los cuales el esteroide 

reduce la gliosis y la muerte neuronal secundaria. No obstante, nuestros resultados en 

cultivos primarios de astrocitos y microglía, que se discuten abajo, sugieren que la 

tibolona tiene acción antiinflamatoria moderada en estas células. Otras causas de la 

ola secundaria de daño tisular incluyen el estrés oxidativo y la disfunción mitocondrial 

[117, 118], que también disminuyen con la tibolona en las células gliales in vitro [78-

80, 109]. Además, la tibolona también puede disminuir el daño tisular al proteger la 

función de las células endoteliales [119, 120]. Nuestros resultados en cultivos de 

astrocitos y microglía apuntan a otro posible mecanismo involucrado en la acción 

protectora de la tibolona: la regulación de la fagocitosis, un proceso involucrado en la 

eliminación de restos celulares en torno a la lesión y en la reparación del tejido 

dañado. 

Los efectos de la tibolona en los astrocitos primarios, las células T98G y la 

microglía BV-2 están mediados por los receptores de estrógeno ERα o ERβ [79, 80, 

121]. Se sabe que la lesión cerebral induce la expresión de ERα y ERβ en los astrocitos 

reactivos [122, 123] y que estos receptores también son expresados por la microglía 

[49, 53, 57, 124]. Además, el receptor 1 de estrógenos acoplado a la proteína G 

(GEPER1), también se expresa en la microglía [53] y los astrocitos [125]. Por lo tanto, 

es posible que la tibolona pueda ejercer acciones directas sobre los astrocitos reactivos 

y la microglía reactiva actuando sobre los ERs expresados por estas células. Además, 

dependiendo del metabolismo específico del tejido, la tibolona también puede activar 

los receptores de andrógenos y progesterona [65], que igualmente se expresan en las 

células gliales y participan en la regulación de la gliosis [43, 123, 124, 126-129]. Por 

ejemplo, en la corteza cerebral de monos hembra ovariectomizadas, la tibolona se 

metaboliza principalmente a 3α y 3β hidroxitibolona [29, 89], dos metabolitos con 

actividad estrogénica [121, 130] y al Δ4-isómero, que ejerce acciones androgénicas y 

progestogénicas [130]. Nuestros resultados en cultivo indican que tanto los astrocitos 

como la microglía expresan las enzimas necesarias para el metabolismo de la tibolona 

y que los ERs y el receptor de andrógenos participan en la acción directa de la tibolona 

sobre estas células. 
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El efecto de la tibolona sobre la gliosis después de la lesión cerebral, observado 

en el presente estudio, es similar al reportado después de la administración de 

estradiol o de los SERMs a roedores ovariectomizados [59, 110]. Esto sugiere que el 

mecanismo de acción de la tibolona en la gliosis estaría por lo menos en parte, 

mediado por los receptores de estrógeno. Actuando sobre los receptores de 

estrógeno, la tibolona no solo podría reducir la neuroinflamación y la activación de los 

astrocitos y la microglía, sino también la activación de la apoptosis mediada por 

caspasa-3 [131-133], promover la integridad de la barrera hematoencefálica y la 

angiogénesis [134, 135] y regular la fagocitosis (presente estudio). La tibolona también 

podría reducir potencialmente la microglía reactiva actuando sobre los receptores de 

andrógenos, ya que se sabe que estos receptores disminuyen la activación de la 

microglía después de una lesión cerebral penetrante, al menos en ratas macho [136]. 

Además, nuestros resultados in vitro indican que la tibolona puede actuar a través de 

los receptores de andrógenos en la microglía y los astrocitos. Finalmente, la activación 

de los receptores de progesterona también podría contribuir al efecto de la tibolona 

en la gliosis, ya que la progesterona reduce la inflamación y el estrés oxidativo después 

de una lesión cerebral traumática [137, 138] y aumenta la función respiratoria de las 

mitocondrias [139].  

Una limitación del presente estudio es que hemos utilizado un modelo de 

lesión cerebral que es conveniente para la cuantificación de las células gliales en el 

borde de la lesión, pero que induce un daño neural muy pequeño, lo que dificulta la 

determinación de la recuperación funcional mediante ensayos de comportamiento.  

Por lo tanto, son necesarios más estudios que utilicen otros modelos de lesión cerebral 

más severa, como la traumática. Esto también permitirá evaluar si las acciones 

antiglióticas y neuroprotectoras de la tibolona mostradas en el presente estudio son 

extensibles a otros tipos de trauma cerebral, como contusión o lesión por conmoción 

cerebral. Dado que se han descrito diferencias sexuales en la respuesta a la lesión  

traumática cerebral [98], también sería importante evaluar el efecto de la tibolona en 

animales machos. Además, sería interesante estudiar el efecto de la tibolona en 

hembras gonadalmente intactas, para determinar si el estradiol endógeno puede 

potenciar las acciones homeostáticas beneficiosas de la tibolona. 
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2. Efecto de la tibolona sobre la gliosis reactiva en 

cultivos celulares

Para intentar dilucidar el posible mecanismo de acción de la tibolona en células 

gliales y su implicación en procesos que disminuyan la gliosis reactiva, como hemos 

visto in vivo, decidimos hacer un estudio in vitro utilizando células primarias de 

microglía y astrocitos. En este caso usamos células primarias procedentes de cerebros 

de rata Wistar ya que el rendimiento de obtención celular es mayor y por lo tanto se 

reduce el número de animales que debemos usar siguiendo el principio de las 3Rs 

[140].

Lo primero que estudiamos es si las células microgliales y los astrocitos de rata 

expresan las enzimas necesarias para metabolizar la tibolona. Para ello analizamos la 

expresión de ADNc de las enzimas 3α y 3β-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3α-HSD, 

3β-HSD), ya que ambas se encargan de la transformación de la tibolona en sus 

metabolitos (3α y 3β-hidroxitibolona y un Δ4-isomero) [141]. Nuestros resultados 

indican que, tal y como se había descrito anteriormente para los astrocitos [142], 

ambos tipos celulares expresan las enzimas, por lo menos en nuestras condiciones de 

cultivo. En cambio, nuestros resultados difieren de los de estudios previos según los 

cuales las células microgliales BV-2 y la microglía primaria extraída de cerebros de 

ratón no expresan las enzimas [143-145]. En nuestro caso, la microglía fue extraída de 

cerebros postnatales de ratas, por lo que la expresión enzimática podría ser diferente 

entre ambas especies, debido a las diferencias que presentan la microglía y los 

astrocitos de ratón y rata [146-148].

Una vez determinado que los astrocitos y la microglía expresan las enzimas de 

metabolización de tibolona en nuestras condiciones experimentales, procedimos a 

analizar los efectos de la tibolona sobre la muerte celular y la producción de nitritos, 

siendo esta última una medida indirecta de la activación de la ruta proinflamatoria NF-

κB, ya que al aumentar la producción de iNOS se va a incrementar la liberación de 

nitritos al medio [149]. La concentración de tibolona usada tanto para medir estos 

factores como para los siguientes experimentos fue de 100 nM, ya que en estudios 
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previos se había observado que esta concentración tiene efectos protectores in vitro

[80]. Así, determinamos que la tibolona por sí sola no aumenta ni la muerte celular en 

astrocitos y microglía ni la producción de nitritos por parte de estas células. Por otra 

parte, la tibolona no modificó la liberación basal de citoquinas al medio ni en los 

astrocitos ni en la microglía, estudiada con la tecnología Luminex, salvo la inducción de 

un aumento significativo en la liberación de MCP-1 en la microglía hembra, que se 

discutirá posteriormente. Esto también sugiere que la tibolona no induce una 

activación inflamatoria basal de los astrocitos y la microglía.  

Para estudiar los efectos de la tibolona sobre la respuesta de la microglía a un 

estímulo proinflamatorio, se midió la concentración de las citoquinas IL-1β, TNFα, 

MCP-1 y RANTES en el medio de cultivos expuestos a IFNγ, que es una citoquina que va 

a aumentar la expresión de IL-12 e IL-23 (interleuquina 23) en células gliales y linfocitos 

Th1 [150]. Además, el IFNγ induce la expresión de MHC-II por la microglía, lo que 

permite que estas células se conviertan en las células presentadoras de antígenos del 

SNC por excelencia, junto con algunas poblaciones de astrocitos y células endoteliales 

[151]. En cuanto a la relación de IFNγ con las citoquinas estudiadas, se ha descrito que 

en células humanas el interferón aumenta la liberación de la citoquina IL-1β. En 

cambio, en modelos murinos, se ha observado todo lo contrario ya que actúa como un 

estímulo antiinflamatorio inhibiendo la liberación de IL-1β de macrófagos a través de la 

vía de STAT1 [152, 153]. También se ha encontrado que el IFNγ induce la expresión de 

TNFα, de MCP-1 y de RANTES en macrófagos, que son citoquinas cruciales para 

reclutar monocitos y linfocitos T y así hacer frente a cualquier daño que haya en el 

SNC, ya sea por partículas bacterianas o víricas o por un traumatismo o lesión [154-

159].

A pesar de estos antecedentes, en nuestros experimentos el tratamiento con 

IFNγ no tuvo un efecto significativo sobre la liberación de ninguna de las citoquinas 

estudiadas al medio, excepto la de MCP-1 en la microglía hembra. La tibolona también 

aumentó por sí sola la liberación de esta citoquina en los cultivos hembra. Sin 

embargo, el tratamiento combinado con IFNγ y tibolona redujo la liberación de MCP-1 

a niveles similares a la situación basal. Esto sugiere que la tibolona podría estar 

ejerciendo un efecto homeostático sobre la liberación de MCP-1 por la microglía 
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hembra, aumentándola en condiciones basales y disminuyéndola en situaciones 

inflamatorias. La tibolona tuvo un efecto similar en la liberación de IL-1β en la 

microglía macho, aunque en este caso solamente se observó un efecto significativo 

cuando se combinaron los tratamientos de IFNγ y tibolona. 

Sin embargo, el resultado más relevante de los experimentos con IFNγ fue la 

poca activación que tuvo este factor sobre la liberación de citoquinas, lo que sugiere 

que las células de microglía en cultivo ya se encontraban con un cierto nivel de 

activación basal. Esto podría deberse al tiempo que estas células se mantuvieron sin el 

suplemento FBS para eliminar el efecto de las hormonas presentes en el suero. La 

eliminación del FBS podría aumentar la reactividad basal de la microglía ya que el 

suero proporciona a las células factores de crecimiento, hormonas, proteínas 

transportadoras, ácidos grasos, lípidos, aminoácidos, vitaminas e inhibidores de 

proteasas [160]. Además, se observa que la microglía in vitro presenta una morfología 

más ameboide que la que se encuentra en el tejido, lo que sugiere que podría estar 

basalmente más reactiva. Esta consideración es importante para interpretar los 

resultados sobre la regulación de la fagocitosis en la microglía por la tibolona. 

Estudiamos la capacidad fagocítica de la microglía usando biopartículas de E. 

coli que son sensibles a los cambios de pH, emitiendo fluorescencia únicamente 

cuando se encuentran en un pH ácido, como ocurre cuando alcanzan un lisosoma o un 

fagosoma. La actividad fagocítica de la microglía es una de sus funciones más 

importantes, ya que está implicada en el neurodesarrollo, participando en la poda 

sináptica, en procesos homeostáticos, eliminando sinapsis fallidas o redundante a lo 

largo de la vida del organismo, e incluso defendiendo al SNC de la entrada de 

patógenos y traumatismos, limpiando el tejido de los restos celulares que se producen 

tras un evento donde ha habido muerte celular [7-9, 161]. Además, la microglía 

reactiva incrementa su capacidad fagocítica para poder hacer frente al daño tisular y 

una alteración en esta respuesta podría ser un factor importante en las alteraciones 

patológicas asociadas a los trastornos neurodegenerativos como las enfermedades de 

Alzheimer y Parkinson o la esclerosis múltiple [162-165]. También se ha descrito que la 

fagocitosis de células apoptóticas en una lesión aguda es necesaria para restablecer la 

homeostasis y minimizar la activación crónica microglial que suele dar lugar a una 
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muerte neuronal secundaria debido al aumento de las citoquinas proinflamatorias y de 

especies reactivas de oxígeno (ROS) [166, 167]. Por lo tanto, determinar si la tibolona 

es capaz de regular esta función básica de la microglía es crucial para entender sus 

efectos cuando hay una gliosis reactiva.  

En nuestro caso, observamos que la fagocitosis basal de la microglía obtenida 

de hembras es mayor que la de machos, lo que confirma los anteriores resultados 

obtenidos tanto en cultivos de microglía [90, 168], como en células del sistema inmune 

periférico [169]. Además, el tratamiento con la tibolona redujo la fagocitosis, tanto en 

machos como en hembras. Sin embargo, el estradiol no la modificó en el caso de los 

macho y en el de las hembras se produjo una reducción de la fagocitosis, aunque no 

tan acusada como con la tibolona. Esta reducción de la fagocitosis con la tibolona y el 

estradiol, puede ser debida a la activación de receptores de estrógenos, ya que se ha 

descrito que son capaces de disminuir la fagocitosis cuando las células están en un 

estado reactivo o proinflamatorio, como se ha visto en modelos in vitro de hipoxia 

[170] o en microglía activada con LPS [48]. Aun así, hay que tener en cuenta que la 

fagocitosis de restos celulares, que sería lo más similar a lo que ocurre en un modelo 

de lesión debido a la muerte neuronal, y la fagocitosis de partículas bacterianas como 

la E. coli, tienen mecanismos diferentes. En el caso de la fagocitosis de restos celulares, 

las células apoptóticas envían señales específicas que promueven que la microglía las 

encuentre y las fagocite, como ocurre con la fractalquina, el ATP, las 

lisofosfatidilcolinas y la esfingosina-1-fosfato [167]. En cambio en el caso de partículas 

bacterianas, éstas expresan patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs) que 

van a ser reconocidos en su mayoría por los receptores Toll-like o por el receptor de 

manosas, Dectina-1 y el cúmulo de diferenciación 204 (CD204) [171]. Por lo tanto 

aunque la activación de receptores de estrógenos mejora la recaptura de, por ejemplo, 

proteínas Aβ [172, 173], en el caso de la fagocitosis bacteriana entrarían en juego las 

propiedades antiinflamatorias que tienen los estrógenos, pudiendo así reducir la 

respuesta fagocítica al hacer que las células de microglía pasen de un estado reactivo a 

uno en reposo [174-176]. En este sentido y teniendo en cuenta que, tal y como hemos 

mencionado anteriormente, la microglía en cultivo podría tener un estado de 

activación basal más elevado que la microglía in vivo en estado de reposo, la acción de 
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la tibolona y el estradiol sobre la fagocitosis de estas células podría estar relacionada 

con la disminución que ejercen estos esteroides sobre la gliosis reactiva tras una lesión 

cerebral, demostrada para el estradiol en estudios previos y para la tibolona en el 

presente trabajo [95, 96, 128].

Para explorar a través de qué tipo de receptor podría la tibolona disminuir la 

fagocitosis en la microglía, usamos diferentes antagonistas de receptores de 

estrógenos a la concentración en la que estudios previos han demostrado sus efectos 

[177]. Observamos que solamente el MPP, antagonista del ERα, fue capaz de bloquear 

el efecto de la tibolona sobre la fagocitosis y únicamente en la microglía hembra. En 

modelos in vitro de células BV-2, se ha descrito que la función antiinflamatoria de la 

tibolona y el estradiol se ejerce a través del receptor β [52, 80]. En nuestro caso 

utilizamos células primarias, las cuales quizás reflejen mejor la situación in vivo, en 

donde se ha observado que la función antiinflamatoria del estradiol se ejerce 

principalmente a través del receptor ERα [178]. Pero además, observamos que los 

antagonistas de los ERs en las células macho y el antagonista del GPER en las células 

hembra potencian el efecto de la tibolona. Por otra parte, los antagonistas del ERα y 

del ERβ disminuyeron por sí solos la fagocitosis en la microglía de las hembras, pero no 

en la microglía de los machos. Estos resultados sugieren que los ERs ejercen una 

compleja regulación basal de la fagocitosis en la microglía y que su acción basal y su 

interacción con la tibolona es diferente en machos y en hembras. 

También el receptor de andrógenos parece implicado en la regulación de la 

fagocitosis en la microglía, ya que su inhibición con la flutamida disminuyó por sí 

misma la fagocitosis basal en las células de los machos e inhibió el efecto de la tibolona 

en las células hembra. Por lo tanto, estos resultados sugieren que el receptor de 

andrógenos no interviene en la reducción de la fagocitosis por la tibolona en las células 

macho, aunque posiblemente sí en las células hembras. Además, nuestros resultados 

también sugieren que en los machos el receptor de andrógenos estaría implicado en el 

mantenimiento de la actividad basal de fagocitosis por la microglía. Está descrito que 

las células de microglía, en situaciones de gliosis, expresan receptores de andrógenos 

[123], pero no hay estudios previos que relacionen a los andrógenos y la capacidad 
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fagocítica microglial, aunque se ha descrito que la testosterona puede disminuir la 

capacidad fagocítica de macrófagos en las doradas [179].

Otra función básica de la microglía que quisimos estudiar es la migración, ya 

que es conocido que ante un evento inflamatorio se produce una migración de las 

células microgliales hacia el foco de la lesión [180]. En nuestro modelo, observamos 

que no existen diferencias sexuales en la capacidad de migración y que la tibolona no 

modifica esta función. Aunque no se ha descrito si el estradiol es capaz de modificar la 

capacidad migratoria de la microglía, sí se ha visto que el estradiol reduce la expresión 

del receptor transmembrana CD36 en células humanas de cáncer de mama [181] por 

lo que podría también estar afectando a la proteína CD36 de la microglía, siendo ésta 

una proteína importante para que se produzca la migración [182]. Aun así, no hemos 

detectado que la tibolona sea capaz de modificar la expresión de ARNm de CD36, 

como tampoco la de ningún gen relacionado con migración y fagocitosis, ni en machos 

ni hembras. Solo encontramos una diferencia sexual en IRAK4, siendo mayor la 

expresión en hembras, como ocurre con IRAK1 en neonatos [183] o en la expresión de 

receptores Toll-like (TLR)-7 cuya expresión es mayor en hembras y que está 

relacionado con la expresión de IRAK4 [184-186]. IRAK4 es un mediador esencial en la 

transducción de la señal inflamatoria procedente de los TLR, por lo que sus niveles de 

expresión pueden indicar el nivel inflamatorio celular [187]. En este caso, las hembras 

están más reactivas que los machos y podría ser una explicación de por qué fagocitan 

más basalmente y por qué la disminución de la fagocitosis usando tibolona o estradiol 

es más acusada en las hembras en comparación con los machos. 

Al igual que la microglía, los astrocitos juegan un papel muy importante en el 

inicio de la neuroinflamación, aumentando y extendiendo la reactividad glial a otras 

zonas del cerebro a través de la liberación de citoquinas proinflamatorias [188]. 

Además, los astrocitos van a ser esenciales en la lesión cerebral ya que van a crear la 

cicatriz glial. Cuanto más dure esta reactividad en el SNC mayor será la cicatriz que 

formen, en la cual, la alta concentración de proteoglicanos liberados por los astrocitos, 

va a hacer que se inhiba la regeneración axonal [24, 189]. Por lo tanto, aunque esta 

reactividad es necesaria para mantener la homeostasis del tejido cerebral, en 

ocasiones es preciso controlarla para que no se vuelva perjudicial. Por este motivo, es 
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importante que estudiemos el posible efecto antiinflamatorio de la tibolona sobre los 

astrocitos ya que este efecto podría estar relacionado con la acción del esteroide 

disminuyendo el número de astrocitos y aumentando la supervivencia neuronal en 

torno a la zona dañada en el modelo de lesión cerebral [95]. 

Como se ha discutido anteriormente, la tibolona no aumenta de manera basal 

la concentración de citoquinas proinflamatorias en el medio de astrocitos. Además, en 

el caso de estas células gliales, aparte de IL-1β, TNFα, MCP-1 y RANTES, estudiamos IL-

10 e IL-6 mediante la técnica de Luminex. Podemos observar que al contrario de lo que 

ocurría con la microglía, los cultivos de astrocitos respondieron a un estímulo 

proinflamatorio aumentando la liberación de citoquinas al medio, sugiriendo que no 

estaban activadas en condiciones basales, lo cual es beneficioso para poder estudiar 

las propiedades antiinflamatorias de la tibolona. El estímulo proinflamatorio usado en 

este caso fue el LPS, que es un lipopolisacárido extraído de la membrana externa de 

bacterias Gram negativas. Es un estímulo proinflamatorio clásico y ha sido descrito en 

numerosas ocasiones que activa receptores TLR-4 favoreciendo así la translocación de 

NF-κB al núcleo [190-193]. Además, también se ha descrito que el LPS aumenta la 

reactividad astrocitaria haciendo que se liberen citoquinas pro- y antiinflamatorias al 

medio [194-196]. Así, de acuerdo con estos antecedentes, en nuestro estudio los 

astrocitos de ambos sexos aumentaron de manera significativa la liberación de 

citoquinas al medio de cultivo tras el tratamiento con LPS. 

En contra de lo esperado, observamos que la tibolona tuvo un efecto limitado 

sobre la liberación de citoquinas al medio en los astrocitos tratados con LPS. Así, la 

tibolona solamente tuvo efecto significativo sobre los niveles de TNFα y de IL-10 en 

hembras. Además, la citoquina IL-10 tiene efectos antiinflamatorios, aunque su 

liberación está condicionada por los niveles inflamatorios de la célula ya que su función 

es contrarrestar la inflamación excesiva, por lo que una bajada de la concentración 

también podría considerarse como que el estado inflamatorio celular general es menor 

[197]. En todo caso, podemos concluir que la tibolona tiene efectos antiinflamatorios 

muy limitados en los astrocitos expuestos a LPS y restringidos a las células hembra. 
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Además de modular la inflamación, los astrocitos reclutan células de microglía 

hacia la zona dañada para que puedan fagocitar restos de mielina, lo que ayuda a la 

remielinización neuronal, poniendo de manifiesto su importancia en enfermedades 

como la esclerosis múltiple [198]. Además, mediante la liberación de TGF-β, los 

astrocitos son capaces de aumentar la expresión de C1q en las neuronas para que la 

microglía lleve a cabo la remodelación neuronal a través de su receptor CR3 [22, 199]. 

Pero de manera más directa, se sabe que, tanto en desarrollo como en la edad adulta, 

los astrocitos están continuamente remodelando las sinapsis neuronales con su propia 

actividad fagocítica, ya que se encuentran en una posición privilegiada junto a las 

neuronas, controlando continuamente la actividad neuronal [21, 22, 200, 201]. 

Aunque siempre se ha considerado a los astrocitos como células fagocíticas no 

profesionales, se ha descrito en numerosas ocasiones su importancia llevando a cabo 

esa función en el SNC. Por ejemplo, se ha visto una relación entre la fagocitosis de 

astrocitos y la apolipoproteína E, por lo que esta función podría ser relevante en la 

enfermedad de Alzheimer [202]. También se ha descrito que pueden fagocitar mielina 

en modelos in vitro y que esta fagocitosis está incrementada en modelos de privación 

de sueño aguda [203, 204]. Por lo tanto, la función fagocítica de los astrocitos resulta 

esencial tanto en procesos fisiológicos como en procesos patológicos, como podría ser 

una lesión cerebral donde se produce un aumento de la muerte celular, y su 

modulación puede ser clave en la resolución del daño. Por este motivo decidimos 

estudiar si la tibolona es capaz de modular la fagocitosis astrocitaria.

El análisis de genes relacionados con fagocitosis, tales como MEGF10, MerTK, 

ABCA1 y GULP1 [21, 205], demostró que los astrocitos en cultivo expresan la 

maquinaria molecular necesaria para esta función, con una diferencia sexual en la 

expresión del gen MEGF10 que es menor en las células hembra. Para comprobar que 

era posible estudiar la fagocitosis en los cultivos de astrocitos primarios, usamos 

detritos celulares conjugados con Cy3, marcador que puede observarse en el 

microscopio de fluorescencia sin necesidad de realizar técnicas inmunocitoquímicas. 

Se realizaron microfotografías usando un microscopio confocal y se observó que 

efectivamente la marca de Cy3 se encontraba en el interior celular. Una vez 

comprobado esto, realizamos el análisis cuantitativo en imágenes obtenidas en un 
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microscopio de fluorescencia, midiendo la intensidad de la marca de Cy3 en los 

astrocitos. Los resultados muestran que a pesar de la diferencia sexual en la expresión 

del gen MEGF10, los astrocitos de ambos sexos tienen una actividad fagocítica basal 

similar, al contrario de lo que ocurre en la microglía o en el sistema inmune periférico, 

donde las hembras presentan mayores niveles de fagocitosis en comparación con los 

machos [90, 168, 169]. Además, la tibolona aumentó la fagocitosis tanto en machos 

como en hembras, aunque el aumento fue mayor en hembras en comparación a los 

machos. Por lo tanto se puede deducir que la tibolona tiene efectos profagocíticos en 

los astrocitos de ambos sexos, aunque más en hembras. Ya ha sido descrito que los 

estrógenos son capaces de aumentar la capacidad fagocítica tanto de microglía como 

de macrófagos por lo que la tibolona podría estar ejerciendo este mismo efecto en 

astrocitos a través de los receptores de estrógeno [206-208].

Aunque la tibolona incrementó la fagocitosis en los astrocitos de ambos sexos, 

este efecto fue mayor en  los astrocitos de hembras. A la edad en la que hemos llevado 

a cabo los experimentos los niveles de estradiol y testosterona entre machos y 

hembras son similares [209], sin embargo la distribución y la expresión de receptores 

de estrógenos es diferente entre ambos sexos, lo que podría ser la causa de esta 

diferencia que observamos en la actividad fagocítica al aplicar un esteroide exógeno 

con actividad estrogénica, como es la tibolona [210-214].

Teniendo en cuenta que la tibolona tiene efectos profagocíticos en los 

astrocitos que podrían deberse a la activación de ERs, decidimos estudiar si el efecto 

del fármaco estaba mediado por algún receptor de estrógenos específico, y para ello 

usamos antagonistas de estos receptores. En los astrocitos macho ninguno de los 

antagonistas por separado tuvo un efecto significativo sobre la actividad fagocítica de 

la tibolona, lo que sugiere que la acción del esteroide o bien requiere la activación 

combinada de varios receptores o no está mediada por los ERs. En cambio, en los 

astrocitos hembra el PHTPP, antagonista del receptor ERβ, bloqueó la acción de la 

tibolona sobre la fagocitosis de los astrocitos. Por lo tanto, la tibolona podría estar 

ejerciendo su acción sobre la fagocitosis de los astrocitos hembra a través de este 

receptor. 
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Nuestros resultados por otro lado indican que los ERs, por sí solos, no son 

capaces de explicar la acción de la tibolona. En primer lugar, mientras que la tibolona 

aumentó la fagocitosis en los astrocitos de ambos sexos, el estradiol exógeno 

disminuyó la fagocitosis en los astrocitos macho. Esto indica que otros receptores 

intervienen en la acción de la tibolona. Por ello estudiamos el efecto de la flutamida, 

un antagonista del receptor de andrógenos. En los astrocitos macho la flutamida no 

tuvo ningún efecto significativo sobre la fagocitosis, pero en los astrocitos hembra, la 

flutamida bloqueó el efecto de la tibolona, indicando que en los astrocitos de este sexo 

la tibolona requiere tanto del ERβ como del receptor de andrógenos para regular la 

fagocitosis. Tampoco hay que olvidar que además de actuar sobre los ERs y el receptor 

de andrógenos, los metabolitos de la tibolona pueden activar los receptores de 

progesterona, los cuales también se expresan en los astrocitos. Estos receptores no 

han sido estudiados en esta tesis debido a la complejidad que conlleva su inhibición al 

ser muy numerosos y con diferentes estructuras moleculares y a su compleja 

interacción con los ERs [215, 216], pero sin duda los receptores de progesterona 

podrían contribuir a las acciones de la tibolona sobre los astrocitos.  

Es interesante señalar además que el MPP y la flutamida, por sí solos, redujeron 

la fagocitosis en los astrocitos hembra, sugiriendo la implicación del ERα y el receptor 

de andrógenos en la actividad fagocítica basal. Este efecto del MPP y la flutamida 

sobre la fagocitosis basal en los astrocitos hembra sugiere que los niveles endógenos 

de estradiol y testosterona producidos por los astrocitos en cultivo podrían estar 

regulando la fagocitosis. Hay que tener en cuenta que los astrocitos disponen de la 

maquinaria para sintetizar esteroides, incluida la testosterona, a partir del colesterol 

[217, 218]. La producción de estradiol a partir de testosterona está mediada por la 

enzima aromatasa, cuya actividad es mayor en los astrocitos hembra [219]. Para 

explorar el posible papel de la testosterona y el estradiol endógenos en la regulación 

de la fagocitosis, los astrocitos fueron incubados con letrozol, un inhibidor de la 

aromatasa. El letrozol por sí solo aumentó la fagocitosis en los astrocitos de ambos 

sexos, sugiriendo que el estradiol endógeno podría inhibir la fagocitosis. No obstante, 

hay que tener en cuenta que al inhibir la aromatasa no solo se disminuye la formación 

de estradiol, sino que se produce una acumulación de testosterona [220], por lo que 
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los resultados también podrían sugerir que la testosterona endógena aumenta la 

fagocitosis. Sin embargo, el letrozol no modificó la acción del estradiol exógeno sobre 

la fagocitosis en ninguno de los dos sexos, lo cual sugiere que la acción del letrozol 

sobre la fagocitosis podría estar en su mayor parte mediada por la disminución de los 

niveles endógenos de estradiol y no por el aumento de los niveles de testosterona. En 

todo caso, es evidente que la acción de la testosterona o el estradiol endógenos en la 

regulación de la fagocitosis basal puede interferir con el efecto de la tibolona. De 

hecho, el letrozol potenció la acción profagocítica de la tibolona en los astrocitos 

macho y la inhibió en los astrocitos hembra. Esto indica que la interacción de la 

tibolona con los niveles endógenos de esteroides en los astrocitos para regular la 

fagocitosis es diferente en cada sexo.

Por último, quisimos estudiar qué efecto tenía la tibolona sobre la fagocitosis 

de los astrocitos activados por LPS, lo que sería una situación similar a lo ocurre en un 

modelo de lesión cerebral debido al aumento en la reactividad astrocitaria. 

Sorprendentemente, el LPS tuvo un efecto opuesto sobre la fagocitosis en los 

astrocitos de cada sexo, aumentándola en los astrocitos macho y disminuyéndola en 

los astrocitos hembra. Estudios previos han mostrado la existencia de respuestas 

diferentes en la expresión génica de los astrocitos macho y hembra expuestos al LPS 

[221]. Nuestros resultados extienden estas diferencias en la respuesta al LPS a una 

actividad funcional de estas células, como es la fagocitosis, que puede estar implicada 

en la respuesta al daño cerebral y puede contribuir a las diferencias sexuales 

observadas en la manifestación patológica de las enfermedades neurodegenerativas, 

incluida la lesión traumática cerebral [222-227]. Por otra parte, la tibolona inhibió el 

efecto del LPS en los astrocitos de ambos sexos, disminuyendo la fagocitosis en las 

células macho expuestas a LPS y aumentándola en las células hembra. Esto sugiere que 

la tibolona ejerce un efecto homeostático sobre la fagocitosis, aumentándola o 

disminuyéndola para contrarrestar el efecto del estímulo proinflamatorio, en función 

de cada sexo. 
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Figura 50. Diferencias sexuales en la actividad fagocítica de los astrocitos y su regulación por tibolona. 

En condiciones fisiológicas los astrocitos macho y hembra tienen un nivel de actividad fagocítica similar. 

En el caso de las hembras, además, los antagonistas MPP y flutamida son capaces de inhibir la 

fagocitosis. Tras el tratamiento con tibolona, los astrocitos de ambos sexos aumentan su fagocitosis 

siendo ésta mayor en hembras. En los astrocitos hembra la tibolona va a activar tanto receptores ERβ 

como de AR, ejerciendo así efectos profagocíticos. En hembras, al bloquear la síntesis endógena de 

estradiol con letrozol se va a inhibir el efecto profagocítico de la tibolona. En los astrocitos macho no se 

ha identificado el receptor a través del cual es capaz de aumentar la capacidad fagocítica y además al 

administrar letrozol la tibolona es capaz de seguir ejerciendo sus efectos. Tras la administración de LPS, 

los astrocitos macho aumentan su capacidad fagocítica, mientras que los astrocitos hembra la 

disminuyen. En ambos sexos la tibolona es capaz de anular el efecto del LPS. 
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CONCLUSIONES 

1. La tibolona reduce el número de células GFAP+ y de células Iba1+ con fenotipo 

reactivo a los 7 días después de una lesión penetrante cortical en ratones. 

2. La tibolona disminuye la muerte neuronal en la proximidad de la herida. 

3. La microglía y los astrocitos primarios expresan las enzimas que convierten la 

tibolona en sus metabolitos activos. 

4. La tibolona modula la fagocitosis de la microglía sin afectar su capacidad 

migratoria. 

5. La tibolona ejerce efectos antiinflamatorios en astrocitos hembra activados con 

LPS. 

6. La tibolona aumenta la fagocitosis en los astrocitos de ambos sexos. 

7. La tibolona modula la fagocitosis en los astrocitos hembra a través del receptor 

de andrógenos y el receptor β de estrógenos.

8. El LPS tiene un efecto opuesto sobre la actividad fagocítica de los astrocitos 

macho y hembra y su efecto es inhibido por la tibolona. 

Por todo ello podemos concluir que la tibolona presenta un posible potencial 

terapéutico para reducir la gliosis en procesos inflamatorios, actuando 

directamente sobre la microglía y los astrocitos. Además, modula funciones 

básicas, como la fagocitosis, que pueden participar en la protección 

neuronal. 
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CONCLUSIONS 
1. Tibolone reduces GFAP+ and reactive Iba1+ cell number by 7 days after a stab 

wound cortical injury in mice. 

2. Tibolone decreases neuronal death on the edge of the wound. 

3. Primary rat microglia and astrocytes express the enzymes that convert tibolone 

into its active metabolites. 

4. Tibolone modulates microglia phagocytosis without affecting its migratory 

activity. 

5. Tibolone exerts anti-inflammatory effects on LPS-activated female astrocytes. 

6. Tibolone increases phagocytosis in astrocytes of both sexes. 

7. Tibolone modulates phagocytosis in female astrocytes through androgen 

receptor and estrogen receptor β.

8. LPS exerts opposite effects on the phagocytic activity in male and female 

astrocytes and tibolone is able to avoid its effect. 

Hence, we can conclude that tibolone has therapeutic potential to reduce 

reactive gliosis in inflammatory processes, acting directly on astrocytes and 

microglia. In addition, it modulates basic glial cell functions, such as 

phagocytosis, that could participate in neuronal protection. 
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ANEXO 1 
Artículo original: The Synthetic Steroid Tibolone Decreases Reactive Gliosis and 

Neuronal Death in the Cerebral Cortex of Females After a Stab Wound Injury
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