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Las células de glía son las encargadas del mantenimiento de la homeostasis en 

el sistema nervioso central (SNC). Ante un estímulo lesivo, estas células emiten una 

respuesta organizada espaciotemporalmente, conocida como gliosis reactiva, cuya 

función principal es la protección de las células en riesgo. Sin embargo, la gliosis 

reactiva también incluye procesos inflamatorios, por lo que su regulación fina es 

imprescindible para evitar la cronificación de la neuroinflamación. La inflamación 

crónica del SNC subyace como principal característica de muchas enfermedades 

neurodegenerativas, en las que se han detectado diferencias sexuales en incidencia y 

progresión. En la primera parte de este trabajo estudiamos las diferencias sexuales en 

la gliosis reactiva, como posible factor relevante en la génesis de las diferencias 

sexuales en las enfermedades neuroinflamatorias y/o neurodegenerativas. En un 

modelo de lesión cortical penetrante no se encontraron diferencias en el número o 

reactividad de la astroglía; pero los astrocitos de machos expresaban en mayor 

proporción CCL2, proteína que regula el reclutamiento de células del sistema 

inmunológico y la reactividad glial. En la zona más próxima a la lesión los machos 

mostraban una mayor cantidad de células de microglía, y con características propias de 

un perfil más neuroprotector (menos proinflamatorio) que la microglía de hembras. 

Estas diferencias en la zona próxima a la lesión fueron acompañadas de una mayor 

supervivencia neuronal en machos que en hembras. 

Con el objetivo de profundizar en las causas moleculares de las diferencias 

sexuales en la respuesta glial se empleó un modelo de astrogliosis in vitro inducida por 

el lipopolisacárido bacteriano (LPS). En dicho modelo se estudió la regulación de la ruta 

de Notch por parte del LPS, y de diversas hormonas con funciones neuroprotectoras 

como los compuestos estrogénicos, la progesterona y el factor de crecimiento 

insulínico tipo 1 (IGF-1). El LPS redujo la actividad de la ruta de Notch mediante dos 

mecanismos moleculares distintos; el IGF-1 revirtió totalmente, y los compuestos 

estrogénicos parcialmente, los efectos del LPS sobre la ruta. Dicha ruta no media la 

producción de citoquinas proinflamatorias, ni los cambios morfológicos, ni la 

proliferación de los astrocitos expuestos al estímulo inflamatorio.  
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Glial cells are responsible of homeostasis maintenance in the central nervous 

system (CNS). When facing a harmful stimulus in the CNS, glial cells generate a 

spatiotemporally organized response, known as reactive gliosis, which main objective 

is to protect endangered or stressed cells. However, and given that reactive gliosis also 

implies inflammatory processes, its fine regulation is essential to prevent the 

chronification of neuroinflammation. Chronic inflammation in the CNS underlies as the 

main characteristic of several neurodegenerative diseases, in which sex differences in 

their incidence or progression have been detected. In the first part of the present work 

sex differences in reactive gliosis were studied, given their possible role in the 

generation of sex differences in neuroinflammatory or neurodegenerative diseases. In 

the cortical stab wound injury model no sex differences were found in the number or 

reactive status of astroglia, but astrocytes from males expressed CCL2 (involved in 

immune cells recruitment and glial reactivity) in a higher frequency than astrocytes 

from females. In the closest area to the wound edge males presented more microglial 

cells than females and those cells from males displayed a more neuroprotective-biased 

profile than microglia from females. These differences in the glial response to the 

injury were accompanied by a higher neuronal survival in males than in females. 

In order to deeply analyze the molecular causes of sex differences in glial 

response, an in vitro model of lipopolysaccharide (LPS)-induced astrogliosis was used. 

In that model, we studied the Notch signaling pathway regulation by LPS and by 

different neuroprotective hormones, such as estrogens, progesterone and the insulin-

like growth factor 1 (IGF-1). LPS downregulated the Notch signaling pathway, acting 

through two different molecular mechanisms. These effects were completely reverted 

by IGF-1, whereas estrogenic compounds were only able to revert part of them. Notch 

pathway is not involved in proinflammatory cytokines production, nor in the 

morphological changes, neither in the proliferative effects of astrocytes exposed to 

LPS.  
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1. INFLAMACIÓN EN EL SISTEMA NERVIOSO 

 Neuroinflamación y células de glía 1.1.

Las células de glía son las encargadas del mantenimiento de la homeostasis en 

el SNC.  Por lo tanto, entre otras muchas funciones, son las encargadas de defender la 

integridad del tejido cuando éste experimenta cualquier tipo de daño. La gliosis 

reactiva o reactividad glial es una respuesta compleja que ocurre en varias etapas, que 

depende del tipo de patología que la desencadena y del contexto molecular, y que 

implica numerosos cambios moleculares y morfológicos en las células gliales (ver Tabla 

1). Es una respuesta defensiva, encaminada a proteger a las neuronas estresadas (y al 

cerebro en general), a aislar la zona lesionada, a eliminar patógenos, células 

moribundas y restos celulares, y a remodelar el tejido nervioso tras la resolución de la 

patología (Braun et al. 2009; Peng et al. 2014).  

Tipo Celular Citoesqueleto Proliferación 
y migración Fagocitosis Presentación 

de antígeno Otros marcadores 

Microglía 
Hipertrofia y 

cambio 
morfológico 

Aumentada 

Reducida en 
M1, 

aumentada 
en M2 

Aumentada. 
(MHC-II, 

CD80/86) 

M1: iNOS, CD16/32, 
CD11b, GR 

M2: Arg-1, YM-1, 
MR, Fizz-1 

Astrocitos 
Hipertrofia y 

cambio 
morfológico 

Aumentada Sí 

Sólo en 
inflamación 

crónica o 
severa (MHC-II) 

Sobreexpresión de 
GFAP. Expresión de 
vimentina, nestina y 

S-100β. 
Tabla 1: Características generales de la gliosis reactiva, algunas de las cuales pueden usarse como 

marcadores celulares. GR, receptor de glucocorticoides. Arg-1, arginasa-1. YM-1, proteína similar a 
quitinasa tipo 3. MR, receptor de mineralocorticoides.  

En el caso de una lesión cerebral localizada, se desencadenan numerosos 

eventos moleculares y celulares en las células gliales que evolucionan a lo largo de 

varias semanas (Burda and Sofroniew 2014). En primer lugar la microglía migra desde 

otras áreas cerebrales hasta el tejido lesionado, donde comienza a proliferar y a 

producir una gran diversidad de citoquinas proinflamatorias. Esto conduce al 

reclutamiento de células circulantes del sistema inmunológico y de astrocitos, que se 

activarán y comenzarán a formar la cicatriz glial (Ridet et al. 1997; Fawcett and Asher 

1999; Hanisch and Kettenmann 2007). Esta primera etapa del proceso inflamatorio es 

una respuesta ofensiva que se centra en eliminar los patógenos y restos celulares 

derivados de la muerte celular inicial, pero puede poner en riesgo la integridad de 

algunas neuronas (muerte celular secundaria) si no es controlada. Los astrocitos 
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generan la cicatriz glial en torno al foco de la lesión, constituyendo una barrera de 

contención para evitar la expansión de la inflamación hacia el  tejido sano colindante; 

así inicia la segunda fase de la respuesta inflamatoria, centrada en la reparación del 

área cerebral dañada. Sin embargo, dicha cicatriz también supone un impedimento 

para la regeneración axonal y la total recuperación de la conectividad neuronal 

(Voskuhl et al. 2009; Cregg et al. 2014). 

Por ello la neuroinflamación puede considerarse como un arma de doble filo: es 

un proceso fisiológico necesario para la reparación de los tejidos, pero también puede 

inducir la muerte en determinadas células. A su vez, las células responsables de la 

inflamación también muestran un carácter dual, dependiendo de la batería de 

moléculas que expresen (Hu et al. 2015; Pekny et al. 2014). Cuando los macrófagos o 

las células microgliales se activan pueden adquirir un fenotipo molecular claramente 

pro-inflamatorio (conocido como activación clásica o M1), que juega un papel 

importante en la primera fase del proceso inflamatorio y que contribuye a la 

reactividad astrocitaria y a la  formación de la cicatriz glial. Alternativamente estas 

células pueden polarizarse hacia el fenotipo M2, que contribuye a reducir la 

inflamación y a la reparación del tejido dañado (Hanisch and Kettenmann 2007; Kigerl 

et al. 2009; Schwartz and Shechter 2010). No se conocen con exactitud los estímulos 

responsables del viraje del fenotipo M1 al M2, que sufren estas células conforme 

avanza el proceso inflamatorio; pero el tipo de macrófagos reclutados hacia el tejido 

dañado depende del microambiente molecular en la zona de la cicatriz glial (Rolls et al. 

2008, 2009; Shechter and Schwartz 2013). Por su parte, los astrocitos también 

muestran gran heterogeneidad molecular en función de su localización respecto del 

foco de la lesión (Wanner et al. 2013; Anderson et al. 2014; Cregg et al. 2014).  

Astroglía y microglía liberan moléculas de señalización muy similares en el área 

lesionada (Tabla 2), que regulan su propia respuesta inflamatoria y además establecen 

un diálogo con el resto de células del tejido y con la matriz extracelular (Buffo et al. 

2010; Gao et al. 2013). Por ejemplo, estudios recientes han demostrado que la 

expresión de CCL2 (ligando 2 de quemoquinas con motivos C-C) en los astrocitos está 

implicada en el reclutamiento de células del sistema inmunológico y regula la 

reactividad de astrocitos y microglía (Selenica et al. 2013; Kim et al. 2014). 
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 ASTROCITOS MICROGLÍA 

Citoquinas Pro-inflamatorias IL-6, IL-1, TGF-β, TNF-α, INF-γ TNF-α, INF-γ, IL-12, IL-1β, IL-
23 

Otras sustancias citotóxicas ATP, ROS, Glut; NO ROS, NO 
Citoquinas Anti-inflamatorias PGE2, IL-4 IL-10, IL-4, IL-3, TGF-β 

Factores Neurotróficos IGF-1, NGF, BDNF, CNTF, 
neurotrofina 3 IGF-1, BDNF, PDGF 

Matriz Extracelular  
Inhibición del crecimiento axonal: 

CSPG, tenascinas, colágeno, 
Semaforina 3, MMPs 

Remodelación (MMP9) 

Angiogénesis MMP9 Promovida por M2 
Barrera Hematoencefálica Reparación  

Otras funciones beneficiosas Recaptura de Glutamato, reducción 
de la oxidación  

Tabla 2. Moléculas liberadas por las células de glía ante un daño tisular en el SNC y sus funciones. 
IL, interleuquina. TGF-β, factor de crecimiento transformante β. INF-γ, interferón γ. ROS, especies 
reactivas de oxígeno. Glut, glutamato. NO, óxido nítrico. PGE2, prostaglandina E2. IGF-1, factor de 

crecimiento insulínico tipo 1. NGF, factor de crecimiento nervioso. BDNF, factor neurotrófico derivado 
de cerebro. CNTF, factor neurotrófico ciliar. PDGF, factor de crecimiento derivado de plaquetas. CSPG, 
proteoglicanos de condroitín sulfato. MMP metaloproteasas que modifican componentes de la matriz 

extracelular. 

 

Así, alteraciones en la composición del microambiente molecular que se genera en 

torno a la lesión podrán modular la respuesta inflamatoria de las células gliales y, por 

lo tanto, el tiempo y consecuencias de la resolución de la patología. Por ello se hace 

necesaria la detección de dianas moleculares que regulen de manera precisa la 

reactividad glial, favoreciendo los aspectos reparadores de la gliosis y controlando la 

amplificación de la inflamación. 

 Diferencias sexuales en enfermedades neurodegenerativas 1.2.

Existen diferencias sexuales en la incidencia, edad de aparición, progreso e 

intensidad de muchas enfermedades neurodegenerativas. Por ejemplo, las mujeres 

tienen una probabilidad mayor de padecer la enfermedad de Alzheimer (Fratiglioni et 

al. 1997; Andersen et al. 1999), esclerosis múltiple (Noonan et al. 2002; Orton et al. 

2006; Schwendimann and Alekseeva 2007) y otras enfermedades autoinmunes 

(Jacobson et al. 1997; Dooley and Hogan 2003; Gleicher and Barad 2007) que los 

hombres. Todas estas patologías presentan una característica fisiopatológica en 

común: la neuroinflamación crónica. Por lo tanto, la relevancia de las células de glía en 

la patogénesis de estas enfermedades es cada vez mayor (Li et al. 2011; Fu and 

Jhamandas 2014); y el control de los procesos inflamatorios en el SNC se postula como 

Introducción 



 
10 

una diana terapéutica importante para frenar el avance de estas enfermedades 

neurodegenerativas (Chakraborty et al. 2010; Schwartz and Shechter 2010). 

En los últimos años varios estudios se han centrado en los dimorfismos sexuales 

de las células gliales, tanto en el SNC sano como en condiciones patológicas. Existen 

diferencias sexuales en número, morfología y fenotipo molecular de la microglía en 

condiciones fisiológicas. Dichas diferencias van evolucionando a lo largo del desarrollo 

y podrían explicar las diferentes vulnerabilidades que muestra cada uno de los sexos 

para sufrir determinadas patologías, en cada etapa del desarrollo (Mouton et al. 2002; 

Schwarz and Bilbo 2012; Schwarz et al. 2012; Lenz and McCarthy 2014). También se 

han detectado diferencias sexuales en la respuesta inflamatoria de los astrocitos in 

vitro; ante el mismo estímulo,  las células derivadas de machos muestran una mayor 

producción de citoquinas proinflamatorias que las de hembras (Santos-Galindo et al. 

2011; Astiz et al. 2014). Además, los astrocitos presentan una resistencia 

sexodimórfica al estrés oxidativo y a la privación de oxígeno y glucosa (Liu et al. 2007). 

Dado que las células de glía son las principales responsables de la neuroinflamación, el 

concepto de las diferencias sexuales en la glía como base de las diferencias sexuales en 

las enfermedades neurodegenerativas va ganando peso. Conocer en detalle los 

mecanismos moleculares que conforman la  gliosis reactiva para una determinada 

patología permitirá descubrir el origen de las diferencias sexuales en la glía, y por lo 

tanto de la neuroinflamación.  

 

El origen de las diferencias sexuales en las enfermedades neurodegenerativas 

(y en las células de glía) puede deberse a razones fisiológicas (los cromosomas 

sexuales, sus genes asociados y las hormonas reproductivas) o a razones ambientales 

(Lenz et al. 2012). De todos estos factores, el endocrino es el que más se ha estudiado. 

Por ejemplo, se postula que las diferencias en niveles locales de neuroesteroides 

parecen ser la causa de las diferencias sexuales en: frecuencia de aparición y daño 

causado por algunos tipos de epilepsia (Reddy 2014), incidencia de Alzheimer (Barron 

and Pike 2012) y Parkinson (Shulman and Bhat 2006). Por todo esto, cada vez más se 

considera la posibilidad de usar las hormonas sexuales como terapia específica para 

cada sexo contra dichas patologías del SNC (Melcangi and Garcia-Segura 2010; Gillies 

and McArthur 2010; Giatti et al. 2012; Stein 2013).  
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2. EFECTOS ANTIINFLAMATORIOS DE LAS HORMONAS SEXUALES Y DEL IGF-1 

 Síntesis de los esteroides sexuales y del IGF-1 en el SNC 2.1.

El cerebro es un órgano endocrino, que sintetiza y es diana de múltiples 

hormonas. Además de las neurohormonas hipofisarias clásicas, el cerebro sintetiza y 

responde a las hormonas sexuales (progesterona, testosterona, estradiol) y sus 

metabolitos, así como al factor de crecimiento insulínico tipo 1 (IGF-1).  

Las hormonas sexuales son esteroides neuroactivos sintetizados a partir del 

colesterol en las gónadas, glándulas adrenales y en el SNC (Baulieu 1997). El proceso 

de esteroidogénesis comienza con la transformación mitocondrial del colesterol en 

pregnenolona, a partir de la cual pueden sintetizarse la progesterona o la testosterona.  

A su vez, la testosterona puede ser convertida en estradiol por la enzima aromatasa 

(también conocida como estrógeno sintetasa) (Simpson et al. 1994). La expresión de 

las enzimas necesarias para la esteroidogénesis se ha detectado en muchas áreas del 

sistema nervioso central y periférico, por lo que parece que la esteroidogénesis es un 

proceso generalizado en el cerebro (Lavaque, Sierra, et al. 2006; Stanić et al. 2014). En 

condiciones fisiológicas parece que las neuronas son las células encargadas de dicha 

tarea, pero ante cualquier daño en el tejido nervioso se produce un incremento en la 

esteroidogénesis local que involucra a neuronas y células gliales (Garcia-Segura et al. 

1999; Lavaque, Mayen, et al. 2006; Mirzatoni et al. 2010; Guennoun et al. 2014). La 

expresión de receptores de estrógenos y de progesterona se detecta en prácticamente 

todos los tipos de células del SNC (neuronas, astrocitos, microglía, oligodendrocitos y 

células endoteliales), mientras que el receptor de andrógenos es más bien neuronal 

(Garcia-Segura et al. 1995; Mong et al. 2002; Stirone et al. 2003; Tapia-Gonzalez et al. 

2008; Dart et al. 2013; Guennoun et al. 2014). 

Por otra parte, el IGF-1 es un péptido neuroactivo sintetizado 

fundamentalmente en el hígado, aunque también se sintetiza en otros órganos, 

incluyendo el SNC. La expresión del IGF-1 y su receptor (IGF1R) se extiende por muchas 

áreas del SNC, desde el desarrollo embrionario hasta la edad adulta. La síntesis 

cerebral de esta hormona presenta un pico máximo de producción en edad perinatal, 

se mantiene bajo durante toda la vida adulta y declina drásticamente en la vejez (Bach 
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et al. 1991; García-Segura et al. 1991; Bondy and Lee 1993). Del mismo modo que 

sucede con los esteroides sexuales, ante cualquier tipo de lesión cerebral se aprecia un 

incremento local en la expresión del IGF-1 y de su receptor en neuronas y células 

gliales (Garcia-Estrada et al. 1992; Guthrie et al. 1995; Walter et al. 1997).  

 Mecanismos de acción de las hormonas sexuales y del IGF-1 2.2.

2.2.1.  Mecanismos de acción de las hormonas sexuales 

Debido a su naturaleza esteroidea, las hormonas sexuales pueden atravesar la 

membrana plasmática con facilidad y unirse a sus correspondientes receptores 

intracelulares. Estos pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares (NRs), que 

son factores de transcripción activados por ligando. Tras la unión del ligando, los NRs 

se unen a elementos de respuesta específicos del ADN en la región reguladora de los 

genes sensibles a cada uno de los ligandos, y modifican su transcripción mediante el 

reclutamiento de cofactores que modularán la cromatina. En función del repertorio de 

cofactores presentes en cada tipo celular, la respuesta de un mismo ligando actuando 

a través de un mismo receptor puede ser ligeramente distinta en cada tejido. Entre 

estos NRs encontramos a los receptores de estrógenos alfa y beta (ERα y ERβ), al 

receptor de progesterona (PR) y al receptor de andrógenos (AR) (Sladek 2011). Estas 

acciones de las hormonas sexuales mediadas por los NRs fueron las primeras en 

descubrirse.  

Además de estas funciones genómicas clásicas (que pueden tardar entre horas 

y días en hacerse efectivas), los esteroides sexuales pueden ejercer otras funciones no 

transcripcionales, y de carácter más rápido (llevan segundos o minutos). Por ejemplo, 

los receptores de estrógenos anclados a la membrana plasmática, como ERα, ERβ, ER-

X, el receptor acoplado a proteína G (GPER) y el receptor de membrana acoplado a 

proteína Gαq (Gq-mER); activan cascadas de señalización intracelular tras su unión a 

ligando (Toran-Allerand et al. 2002; Revankar et al. 2005; Qiu et al. 2008; Ruiz-Palmero 

et al. 2013). También se han descubierto receptores asociados a la membrana 

plasmática para progesterona (mPR y Pgmrc) (Singh et al. 2013). Asimismo, otros 

efectos no genómicos de las hormonas sexuales pueden derivarse de su regulación de 

la actividad de otro tipo de receptores (GABAA, canales de calcio tipo T, NMDA, P2X) 
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(Panzica et al. 2012), de sus efectos sobre las membranas mitocondriales (Robertson et 

al. 2006) o de sus propiedades antioxidantes (Ruiz-Larrea et al. 2000). Los efectos 

rápidos de los esteroides sexuales suelen ser mediados por las rutas de señalización de 

PI3K/Akt, ERK 1-2 o JAK/STAT (Arevalo et al. 2015).    

2.2.2.  Mecanismos de acción del IGF-1 

El receptor del IGF-1 (IGF1R) pertenece a la familia de los receptores tirosina 

quinasa. Es un heterotetrámero formado por dos subunidades extracelulares 

(subunidades alfa) encargadas de la unión al ligando, y de dos subunidades 

transmembrana (beta) con dominios tirosina quinasa. Al unirse el ligando los residuos 

de tirosina son fosforilados y sirven de punto de anclaje para las proteínas adaptadoras 

IRS 1-4 o Shc, quienes desencadenan la activación de la ruta de PI3K/Akt y de las MAPK 

(Sehat et al. 2010).  

Además de esta ruta de activación clásica, el IGF1R puede ser cortado por el 

complejo enzimático γ-secretasa (McElroy et al. 2007), acumularse en el núcleo de la 

célula y actuar como factor de transcripción (Sehat et al. 2010).    

2.2.3.  Interacción entre estradiol e IGF-1 

El estradiol y el IGF-1 comparten algunas funciones en el SNC (ver sección 2.3.), 

lo que llevó a explorar la idea de una cooperación entre ambas rutas de señalización 

(Toran-Allerand et al. 1999). Muchas células del cerebro expresan receptores para 

ambas hormonas (Cardona-Gómez et al. 2000) y se ha demostrado que el ERα forma 

parte de un complejo macromolecular en el que también se encuentran el IGF1R y sus 

moléculas adaptadoras (Mendez et al. 2003).  

La interacción física de estos receptores afecta a la señalización derivada de su 

activación (Cardona-Gomez et al. 2002) (Figura 1); lo que también repercute en la 

consecución de las propiedades neuroprotectoras de ambas hormonas (Azcoitia et al. 

1999). Dado que tanto la síntesis como la expresión de los receptores del estradiol y 

del IGF-1 aumentan tras una lesión cerebral,  la producción de estas hormonas por 

parte de la glía reactiva supone un mecanismo óptimo de señalización 

neuroprotectora local. 
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Figura 1. Mecanismos de señalización de los estrógenos y del IGF-1, interacción entre sus rutas. 

 

 Funciones de las hormonas sexuales y del IGF-1 en el SNC: 2.3.

neuroprotección.  

La neurobiología de los esteroides sexuales y la del IGF-1 tienen muchos puntos 

en común. Todas son hormonas con importante funciones en distintos órganos, pero 

en el SNC actúan como factores paracrinos y autocrinos. El cerebro es sensible tanto a 

sus niveles locales como a sus niveles plasmáticos, ya que estas hormonas pueden 

atravesar la barrera hematoencefálica. Además, todas cumplen numerosas funciones 

en la fisiología y patología del SNC, y se los considera como factores responsables del 

mantenimiento de la homeostasis cerebral (Fernandez and Torres-Alemán 2012; 

Arevalo et al. 2014). 

En condiciones fisiológicas el estradiol interviene en la plasticidad sináptica, en 

la neurogénesis adulta, en la regulación de las emociones y la cognición, en el 

procesamiento del dolor, así como en los comportamientos reproductivo y agresivo 

(Dalla et al. 2004; Alejandre-Gomez et al. 2007; Bowers et al. 2010; Cornil et al. 2012; 

Vierk et al. 2012; Ghorbanpoor et al. 2014). El IGF-1 es fundamental durante todo el 

desarrollo del SNC, ya que controla la proliferación, diferenciación, migración y 

supervivencia de casi todos los tipos celulares (Torres-Aleman et al. 1994; D’Ercole et 

al. 1996; Desai et al. 2011). En el cerebro adulto, el IGF-1 interviene en el control del 

metabolismo energético, en el aprendizaje, la memoria, plasticidad sináptica  y en la 
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neurogénesis (Nieto-Bona et al. 1997; Anderson et al. 2002; Morton et al. 2006; 

Llorens-Martín et al. 2010).   

Como reguladores homeostáticos que son, tanto las hormonas sexuales como 

el IGF-1 también cumplen un importante papel en la respuesta celular ante estímulos 

lesivos en el sistema nervioso. Los primeros indicios de su implicación en patologías del 

SNC surgieron hace dos décadas, al observar que su síntesis aumentaba en las zonas 

lesionadas. Posteriormente se ha comprobado que los niveles cerebrales y plasmáticos 

de progesterona y sus metabolitos (Caruso et al. 2010), de testosterona y 17β-estradiol 

(Lopez-Rodriguez et al. 2015), así como de IGF-1 (Steen et al. 2005) se ven alterados en 

distintos modelos experimentales de daño cerebral.  

Éste es un sistema de neuroprotección endógeno, que puede potenciarse 

aumentando la concentración local de dichos compuestos, mediante su administración 

con fines terapéuticos. De hecho, el tratamiento con estradiol, testosterona, 

progesterona o IGF-1 mejora las consecuencias de lesiones traumáticas, de infarto 

cerebral y de algunas enfermedades neurodegenerativas (ver Tabla 3). El estradiol ha 

sido el esteroide sexual más estudiado en el campo de la neuroprotección y sus efectos 

antiinflamatorios han sido ampliamente estudiados en diversos modelos animales. No 

obstante, su uso en clínica es controvertido, debido a sus acciones periféricas en 

órganos reproductivos y a su potencial para incrementar el riesgo de cáncer de mama 

o de endometrio (Folkerd and Dowsett 2013; Brinton and Felix 2014). En ese marco se 

inició la búsqueda de compuestos que compartieran algunos mecanismos de acción 

con el estradiol pero que no presentaran sus efectos secundarios adversos. Así surgió 

el concepto de moduladores selectivos de los receptores de estrógenos (SERMs), 

moléculas que se unen a los ERs, generando un cambio conformacional en ellos que 

conduce al reclutamiento de cofactores específicos, y alterando la transcripción de sus 

genes diana. Debido a la variedad de cofactores presentes en cada tipo celular, y a que 

cada SERM modifica la estructura tridimensional de los ERs de manera específica, se 

dice que estas moléculas tienen efectos agonistas, parcialmente agonistas o 

antagonistas (en comparación con el efecto del estradiol) en cada tipo celular (Smith 

and O’Malley 2004). Varios SERMs se usan en clínica como terapia contra el cáncer de 
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mama (tamoxifeno) y contra la osteoporosis (raloxifeno y ospemifeno); sus efectos 

neuroprotectores se están estudiando todavía (Tabla 3). 

Modelo  Tratamiento Efecto neuroprotector Referencias 

EAE 
17β-estradiol, 

progesterona y sus 
metabolitos, IGF-1 

Reducción inflamación y 
astrogliosis, remielinización 

(Chesik et al. 2007; 
Spence et al. 2011; 
Noorbakhsh et al. 

2014) 

Lesión 
penetrante 

17β-estradiol, 
testosterona, SERMs, 

IGF-1 

Disminución gliosis, recuperación 
del tejido 

(Kazanis et al. 2003; 
Barreto et al. 2007, 

2014; Franco 
Rodríguez et al. 2013) 

Traumatismo 
craneoencefálico 

17β-estradiol, 
progesterona 

Reducción de: muerte neuronal, 
edema y daño cognitivo 

(Roof et al. 1994; Stein 
2001) 

Asfixia perinatal 17β-estradiol Disminución gliosis, reparación 
del tejido (Saraceno et al. 2010) 

Infarto (MCAO) 17β-estradiol, 
progesterona, IGF-1 

Disminución de: edema, 
inflamación, ROS 

(Cai et al. 2011; Habib 
and Beyer 2015) 

Excitotoxicidad 
(Ácido kaínico) 

17β-estradiol, 
SERMs, IGF-1 

Disminución astrogliosis, 
prevención muerte neuronal, 

recuperación funcional 

(Ciriza et al. 2004; 
Liquitaya-Montiel et 

al. 2012) 
Tabla 3. Terapias neuroprotectoras con hormonas sexuales e IGF-1 en distintos modelos 

experimentales in vivo de daño cerebral. EAE, encefalomielitis autoinmune experimental; MCAO, 
oclusión de la arteria cerebral media; ROS, especies reactivas de oxígeno. 

 

 Mecanismos moleculares de neuroprotección por hormonas sexuales e 2.4.

IGF-1 

El efecto neuroprotector de  las hormonas sexuales y del IGF-1 se debe a las 

funciones que ejercen sobre las neuronas (regulación de la señalización para  

supervivencia fundamentalmente) y, en gran medida, a las que ejercen sobre las 

células de glía (Arevalo et al. 2012; Acaz-Fonseca et al. 2014). De hecho, la señalización 

de las hormonas a través de los astrocitos ha demostrado ser imprescindible para 

mediar algunos de sus efectos neuroprotectores in vivo (Spence et al. 2011) e in vitro 

(Genis et al. 2014). Entre las funciones de estas hormonas sobre las células de glía, 

destacan: el aumento de la recaptura de glutamato de la hendidura sináptica para 

evitar la excitotoxicidad mediante la sobreexpresión de GLT-1 y GLAST (Gamboa and 

Ortega 2002; Lee et al. 2009), la disminución de la oxidación (Astiz et al. 2014; Genis et 

al. 2014), la disminución de la producción de citoquinas proinflamatorias (Kipp et al. 

2007; Lewis et al. 2008; Bellini et al. 2011), la disminución del edema mediante la 

regulación de acuaporina 4 (O´Donnell et al. 2006) y la inducción de la liberación de 

otros factores neurotróficos (Sortino et al. 2004; Platania et al. 2005).  
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Los mecanismos moleculares implicados en estas funciones se han estudiado 

ampliamente, pero todavía no se conocen en detalle todas las moléculas que las 

median. Por ejemplo, se sabe que en astrocitos in vitro el ERβ es el encargado de 

mediar los efectos antiinflamatorios del estradiol (De Marinis et al. 2010; Astiz et al. 

2014); mientras que en un modelo in vivo de esclerosis múltiple el ERα de los 

astrocitos es el responsable de los efectos neuroprotectores del esteroide (Spence et 

al. 2011). Por otra parte, se sabe que el 17β-estradiol, los SERMs y el IGF-1 son capaces 

de disminuir la síntesis de citoquinas proinflamatorias en astrocitos mediante la 

inhibición de la translocación del factor nuclear-κB (NF-κB) al núcleo (Fernandez et al. 

2007; Cerciat et al. 2010; Giraud et al. 2010; Bellini et al. 2011). En los astrocitos, estos 

efectos antiinflamatorios son dependientes de la proteína neuroprotectora 

neuroglobina, en el caso del estradiol (De Marinis, Acaz-Fonseca, et al. 2013), y de 

calcineurina en el caso del IGF-1 (Fernandez et al. 2007). 

 

3. LA RUTA DE SEÑALIZACIÓN DE NOTCH  

 Mecanismos de señalización de Notch y su regulación 3.1.

La aparición de los organismos multicelulares fue uno de los eventos más 

importantes de la evolución, ya que permitió nuevas y complejas formas de 

organización en la naturaleza. Dado que un organismo no sólo es un grupo de células, 

alcanzar dicho grado de complejidad en las estructuras biológicas requirió el desarrollo 

de sistemas sofisticados de comunicación intercelular. Las interacciones célula a célula 

mediante rutas de señalización son, por lo tanto, cruciales para el desarrollo y la 

evolución de  los organismos multicelulares (Gazave et al. 2009).  

Entre dichas rutas de señalización célula a célula destaca  la ruta de Notch, que 

está altamente conservada a lo largo de la filogenia. En mamíferos, la ruta de Notch 

está formada por cuatro receptores (Notch 1-4), sus ligandos Delta-like (Dll) (1, 3 y 4) y 

Jagged (Jag) (1 y 2), factores de transcripción (CBF1) y reguladores positivos y 

negativos (Allenspach et al. 2002).   

 

Introducción 



 
18 

Los receptores Notch son proteínas grandes (300 kDa) de un solo paso 

transmembrana. Tras su síntesis, el receptor es cortado en el aparato de Golgi por una 

endoproteasa tipo furina. Dicha escisión ocurre en su dominio extracelular 

yuxtamembrana (conocido como sitio 1, o S1), y genera dos fragmentos de 120 y 180 

kDa. Estos fragmentos permanecen asociados formando un heterodímero que alcanza 

la membrana plasmática. Allí, el receptor puede ser activado cuando su dominio 

extracelular interactúa con el dominio extracelular de uno de sus ligandos (Dll o Jag), 

expresados en la membrana plasmática de una célula contigua. La unión del ligando 

genera un cambio conformacional que favorece la escisión en el sitio 2 (S2) del 

receptor, cerca de la superficie de la membrana celular, y llevada a cabo por las 

metaloproteasas ADAM 17/TACE o ADAM 10/kuzbanian.  

El fragmento extracelular truncado de Notch (NEXT) resultante es cortado 

posteriormente por el complejo enzimático γ-secretasa en su dominio intermembrana 

(sitios 3 y 4, S3 y S4). Esto libera al fragmento intracelular de Notch (NICD), su 

fragmento activo. NICD se transloca al núcleo, donde se asocia a la proteína de unión a 

ADN CBF1 (C promoter binding factor) y a sus coactivadores (Mastermind, PCAF/GCN5, 

CBP, EP300), para promover la transcripción de sus principales genes diana: hairy and 

enhancer of split (HES), y HES-related YRPW motif (HEY). CBF1 (también conocido 

como RBPJκ, recombination signal binding protein for immunoglobulin kappa J region) 

es un factor de transcripción que se une a los promotores sensibles a Notch. Cuando la 

ruta de Notch no está activa, CBF1 permanece unido a sus correpresores (SMRT, N-

coR, SPEN) y la transcripción queda inhibida; pero en presencia de NICD, éste desplaza 

a los correpresores y se une a CBF1 (junto con sus coactivadores), facilitando la 

transcripción génica. Para finalizar la señalización, NICD es fosforilado y ubiquitinado 

para ser degradado por el proteasoma (Fiúza and Arias 2007; D´Souza et al. 2008; 

Kopan and Ilagan 2009; Arzate-Mejía et al. 2011; Borggrefe and Liefke 2012) (Figura 2).  

Esta forma de activación de la ruta de Notch mediante la unión de ligandos 

expuestos en la célula contigua se considera la vía canónica, y también se conoce como 

activación en trans. 
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Figura 2. Activación canónica de la ruta de Notch. Tomada de (Kopan and Ilagan 2009). 

 
 

A pesar de su aparente sencillez, la ruta canónica de Notch está modulada por 

varios factores. En primer lugar la diversidad de receptores y ligandos, puede provocar 

interacciones que conduzcan tanto a la activación como a la inhibición de la ruta. 

Además, la intensidad de la señal de Notch está regulada por microARNs y por 

modificaciones post-traduccionales del receptor o sus ligandos (glicosilación, 

fucosilación y ubiquitinización) (Ladi et al. 2005; Fiúza and Arias 2007; Stanley and 

Okajima 2010; Wang et al. 2010; Le Bras et al. 2011; Petrovic et al. 2014). 

Otra posible interacción entre Notch y sus ligandos ocurre cuando ambos se 

expresan en la misma célula, en cis. La unión de sus dominios extracelulares impide 

que el receptor pueda señalizar mediante su NICD,  y también impide que el ligando 

quede disponible para señalizar en trans (a una célula vecina); por lo que la 

señalización en cis es inhibitoria (Sprinzak et al. 2010; Del Álamo et al. 2011; Fleming et 

al. 2013).     

Además, la ruta de Notch puede ser regulada de forma no canónica; sus genes 

diana pueden ser transcritos mediante la regulación del receptor Notch 

independientemente de ligando, o sin que tenga que intervenir CBF1. Estos efectos no 
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canónicos implican la interacción entre Notch y otras rutas de señalización intracelular, 

como Sonic-Hedgehog, Wnt/β-catenina, BMP/TGF-β, JAK/STAT, JNK, Ras, NF-κB y HIF 

(Kamakura et al. 2004; Gustafsson et al. 2005; Stockhausen et al. 2005; Curry et al. 

2006; Diez et al. 2007; Osipo et al. 2008; Sanalkumar et al. 2010; Johnson 2011; 

Andersen et al. 2012; Poser et al. 2013). No se conocen en detalle los mecanismos que 

median todas estas interacciones, aunque se sabe que algunas rutas de señalización 

son capaces de regular el tráfico intracelular de Notch, sus modificaciones post-

traduccionales, su endocitosis o la estabilidad del NICD (Schweisguth 2004; Hori et al. 

2012).  

En muchos tipos celulares se ha demostrado que el estradiol es capaz de 

modular la actividad de la ruta de Notch (Soares et al. 2004; Sobrino et al. 2009; 

Nakamura et al. 2012; Caliceti et al. 2013), incluso en neuronas de hipocampo (Bender 

et al. 2010; Ruiz-Palmero et al. 2011). A pesar de que los mecanismos de comunicación 

entre ambas rutas son desconocidos, podrían darse interacciones a nivel 

transcripcional (Hao et al. 2010).  

  
Figura 3. Integración de señales por parte de la ruta de Notch y coordinación de una respuesta 

dependiente del contexto celular. Tomada de (Ables et al. 2011). 
 

Como se ilustra en la Figura 3, la ruta de Notch puede considerarse como un 

centro de integración de múltiples rutas de señalización; dando lugar a respuestas muy 
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variadas, y variables dependiendo del contexto celular y molecular. Esto nos ayuda a 

comprender la gran cantidad de funciones que desempeña la ruta de Notch.   

 Funciones de la ruta de Notch en el Sistema Nervioso 3.2.

La activación de Notch conduce a la transcripción de las familias génicas HES y 

HEY. Ambas pertenecen a la superfamilia de los genes bHLH (basic helix-loop-helix), y 

reprimen la transcripción de genes proneurales como las Neurogeninas (Ngn), Mash y 

NeuroD (Iso et al. 2001; Lundkvist and Lendahl 2001).  

La familia HES está dividida en cuatro subfamilias, con varios miembros cada 

una en vertebrados. En el SNC de ratón Notch controla la expresión de Hes-1 

(subfamilia hairy) y Hes-5 (subfamilia E(spl))  (Davis and Turner 2001), regulando 

funciones clave durante el desarrollo embrionario como la neurulación, la proliferación 

y diferenciación de progenitores neurales (lo que implica el control de neurogénesis y 

gliogénesis), la neuritogénesis y el desarrollo de los órganos sensoriales (Hojo et al. 

2000; Kageyama et al. 2005; Fischer and Gessler 2007; Arevalo et al. 2011). En el 

cerebro adulto, Notch participa en la memoria a largo plazo (Costa et al. 2003), en la 

regulación de la morfología del árbol dendrítico (Breunig et al. 2007), en la plasticidad 

sináptica (Dahlhaus et al. 2008) y en la neurogénesis postnatal (Lugert et al. 2010). 

A pesar de que las funciones de Notch en las células gliales del SNC adulto no se 

han explorado demasiado, sí parece claro que la ruta de Notch interviene en la 

neuroinflamación. Por ejemplo, se ha descrito que Notch regula la activación de la 

microglía y la producción de citoquinas proinflamatorias mediante su interacción con 

NF-κB (Grandbarbe et al. 2007; Cao et al. 2010, 2011; Wei et al. 2011; Yao et al. 2013). 

También se ha demostrado que los astrocitos hipertróficos sobreexpresan Jag-1 in vivo 

(John et al. 2002), y que los filamentos intermedios GFAP y vimentina regulan la 

actividad de la ruta de Notch en astrocitos in vitro (Wilhelmsson et al. 2012). 
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4. JUSTIFICACIÓN DE LOS OBJETIVOS DE LA TESIS 

Se postula que las diferencias sexuales en la respuesta glial pueden participar 

en la generación de diferencias en el daño causado por las enfermedades 

neurodegenerativas. No obstante, no se ha estudiado demasiado cómo reaccionan las 

células gliales de machos y hembras ante estímulos neuroinflamatorios in vivo. Por ese 

motivo, la primera parte de este estudio consiste en estudiar la respuesta de astrocitos 

y microglía de ambos sexos en un modelo de lesión cortical penetrante, y analizar sus 

efectos sobre la supervivencia neuronal. Entre todos los abordajes experimentales que 

pueden utilizarse para estudiar la neuroinflamación, la lesión penetrante es 

especialmente adecuada para estudiar en detalle las respuestas multicelulares que se 

suceden de manera ordenada en el espacio y el tiempo y que conforman el proceso 

inflamatorio (Hampton et al. 2004). Además, en este tipo de lesiones se ha 

demostrado la capacidad de los esteroides sexuales para regular la respuesta glial 

(Garcia-Estrada et al. 1993; López Rodríguez et al. 2011).  

En un estudio in vivo las diferencias sexuales observadas en la respuesta de las 

células gliales pueden ser autónomas o depender de otros tipos celulares, mientras 

que los estudios in vitro pueden ayudar a discriminar entre ambos tipos de efecto y 

además permiten estudiar las respuestas moleculares en detalle. Por ello, en la 

segunda parte de este trabajo se escogen los cultivos primarios de astrocitos 

estimulados con lipopolisacárido bacteriano (LPS) como modelo de neuroinflamación 

in vitro. Dado que la ruta de señalización de Notch interviene en la neuroinflamación y 

que se ha demostrado su regulación por parte del estradiol en neuronas hipocampales 

(Ruiz-Palmero et al. 2011), consideramos oportuno investigar la implicación de esta 

ruta en la astrogliosis, así como su posible aportación a las diferencias sexuales en la 

respuesta inflamatoria de los astrocitos. Además, ya que el estradiol, los SERMs, la 

progesterona y el IGF-1 han demostrado propiedades antiinflamatorias en los 

astrocitos in vitro estimulados con LPS (Kipp et al. 2007; Cerciat et al. 2010; Bellini et 

al. 2011; Santos-Galindo et al. 2011; Astiz et al. 2014), quisimos determinar si la ruta 

de Notch era mediadora de esa función. 
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1. Estudiar las posibles diferencias sexuales en la respuesta glial ante una 

lesión cortical penetrante en ratón, caracterizando a nivel molecular el fenotipo de las 

células de glía en torno a la lesión. 

2. Analizar las diferencias sexuales en la respuesta inflamatoria de los 

astrocitos in vitro. 

3. Estudiar la implicación de la ruta de señalización de Notch en la 

neuroinflamación, su regulación y las funciones que media en astrocitos corticales e 

hipotalámicos. 

4. Determinar si la ruta de señalización de Notch media alguno de los 

efectos antiinflamatorios del 17β-estradiol, los SERMs, la progesterona o el IGF-1. 

5. Explorar las interacciones entre la ruta de Notch y el IGF-1 en condiciones 

fisiológicas e inflamatorias. 
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MODELOS ANIMALES  

Los animales fueron criados en ciclos de luz-oscuridad de 12 horas y recibieron 

agua y comida ad libitum. El cuidado y manipulación de los animales se ajustó en todo 

momento a las directivas de la Unión Europea (86/609/EEC; 2010/63/UE) y a la 

Legislación Española (BOE 250; 18-10-1989 y BOE 256; 25-10-1990). Todos los diseños 

experimentales fueron aprobados por el Comité Institucional de uso y cuidado de 

animales (Subcomité de Bioética del CSIC). Se tuvo especial cuidado para minimizar el 

sufrimiento del animal y para reducir el número de animales empleados al mínimo 

necesario. 

 

1. LESIÓN CEREBRAL PENETRANTE  

Se usaron ratones CD1 de 8 semanas de edad (adultos jóvenes) y de ambos 

sexos. Todas las hembras incluidas en el análisis de datos se encontraban en la misma 

fase del ciclo estral (en fase de estro) para evitar la posible variabilidad causada por las 

fluctuaciones hormonales del ciclo. 

Los animales se anestesiaron con isofluorano y fueron colocados en el 

estereotáxico (David Kopf Instruments); a continuación se les administró una dosis de 

analgésico intraperitoneal (0,7 mg/Kg de Buprex, Schering Plough) para disminuir el 

dolor postquirúrgico. Una vez expuesto, el cráneo se perforó unilateralmente con un 

taladro y se realizó una incisión sagital a lo largo de la corteza cerebral y del cuerpo 

calloso, 1 mm lateral respecto de la línea media y desde -1,3 mm hasta -2,5 mm 

posteriores a bregma con una profundidad de 3 mm desde la superficie cerebral. Las 

coordenadas se escogieron a partir del atlas de (Paxinos and Franklin 2004). 

Una semana después de la lesión los animales fueron anestesiados con 

pentobarbital sódico (50 mg/kg) y a continuación fueron perfundidos a través del 

ventrículo izquierdo; primero con suero fisiológico (NaCl 0,9%) y después con 

paraformaldehído al 4% en tampón fosfato 0,1 M (pH 7,4). Los  cerebros fueron post-

fijados durante 5 horas a 4ºC en la misma solución y finalmente lavados con tampón 

fosfato 0,1 M (pH 7,4). Se cortaron en un Vibratomo (VT 1000 S, Leica Microsystems, 

Wetzlar, Alemania) obteniéndose secciones coronales de 50 µm. 
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En otro grupo de animales, se evaluó el efecto de la lesión sobre la expresión de 

los genes de la ruta de Notch. Para ello, los animales (todos de sexo masculino) fueron 

sacrificados mediante dislocación cervical siete días después de la lesión penetrante. Se 

les extrajo el cerebro rápidamente y se reseccionó la porción de tejido en torno a la 

lesión cortical, así como una porción similar del hemisferio contralateral. El tejido 

cerebral se congeló inmediatamente en hielo seco, y posteriormente se extrajo el ARN 

para analizarlo mediante RT-qPCR (tal y como se describe en el punto 10).    

 

2. INMUNOHISTOQUÍMICA (IHQ) 

Las inmunohistoquímicas se realizaron siempre a partir de secciones de 50 μm de 

tejido cerebral fijado y en flotación. Las secciones histológicas fueron seleccionadas de 

tal modo que mostraran una lesión completa, para aportar mayor homogeneidad. 

2.1. IHQ  simple (revelada con DAB) 

Todos los lavados e incubaciones fueron realizados en agitación moderada, 

utilizando una solución de lavado compuesta por tampón fosfato 0,1 M pH 7,4 con 0,3% 

de Tritón X-100 y 0,3% de albúmina de suero bovino (BSA). Este tampón también se 

utilizó para diluir los anticuerpos.  

Una vez lavadas, las secciones se incubaron durante 10 minutos a temperatura 

ambiente en una solución del 3% de peróxido de hidrógeno en metanol al 30% para 

inhibir la actividad peroxidasa endógena. Tras lavarlas profusamente, las secciones se 

incubaron durante una noche a 4ºC con el anticuerpo primario (Tabla 4) diluido en 

solución de lavado con un 5% de suero normal de cabra (Gibco). A continuación, las 

secciones fueron lavadas durante 10 minutos e incubadas durante 2 h a temperatura 

ambiente con un anticuerpo secundario contra inmunoglobulinas G (de conejo o ratón, 

según correspondiera)  generado en cabra y conjugado con biotina. Una vez lavados los 

cortes fueron incubados durante 90 minutos a temperatura ambiente con un complejo 

avidina-biotina-peroxidasa (diluido 1:250; ImmunoPure ABC peroxidase staining kit, 

Pierce). El producto de la reacción fue revelado con 2 μg/ml de 3,3´-diaminobenzidina 

(DAB; Sigma-Aldrich, Tres Cantos, España) y 0,01% de H2O2 en tampón fosfato 0,1 M. A 

continuación, las secciones fueron montadas en portaobjetos gelatinizados, 
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deshidratadas, cubiertas con DEPEX (BDH Laboratory Supplies, Inglaterra) y observadas 

con un microscopio Leica DMRB-E. 

2.2. IHQ de fluorescencia 

Todos los lavados e incubaciones se realizaron con las secciones cerebrales en 

agitación suave, empleando la misma solución de lavado que en la sección 2.1 (excepto 

que se especifique lo contrario). 

Tras varios lavados, los cortes cerebrales fueron incubados con el anticuerpo 

primario (o con la mezcla de anticuerpos primarios en el caso de las dobles IHQ) (Tabla 

4) a 4ºC durante toda la noche. Al día siguiente las secciones se volvieron a lavar varias 

veces a temperatura ambiente y durante 2 h se incubaron los anticuerpos secundarios 

acoplados a fluoróforo. Para cada combinación de anticuerpos siempre se tuvo en 

cuenta la especie animal en la que fueron generados, así como los espectros de 

excitación y emisión de los fluoróforos acoplados a los anticuerpos secundarios.  

Las secciones se montaron en porta-objetos gelatinizados, se dejaron secar a 

temperatura ambiente, se cubrieron usando Vectashield-DAPI (Vector Laboratories) y 

se sellaron con laca de uñas. Las preparaciones fueron estudiadas con un microscopio 

confocal Leica SP5 acoplado a una cámara Leica DFC350 FX.   

 

 Antígeno Especie hospedadora Dilución Casa comercial 

GFAP Conejo 1/2000 Dako 
Arg-1 Conejo 1/200 Santa Cruz 

CD16/32 Conejo 1/200 BD Pharmingen 
GFAP Ratón 1/750 Sigma Aldrich 
Iba1 Conejo 1/2000 Wako 

MCP-1 (CCL2) Conejo 1/200 Torrey Pines Biolabs 
NeuN Ratón 1/800 Millipore 

Neuroglobina 
(13C8) Ratón 1/1000 Abcam 

Vimentina Conejo 1/1000 Dako 
βIII- tubulina (clon 

5G8) Ratón 1/1000 Promega 

Tabla 4. Anticuerpos primarios usados para inmunohistoquímica (DAB y fluorescencia) 
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3.   ANÁLISIS MORFOMÉTRICO  

En las preparaciones obtenidas de la inmunohistoquímica sencilla se llevó a 

cabo un estudio de recuento celular ciego, empleando la técnica del disector óptico 

(Howard and Reed 1998; Hatton and von Bartheld 1999). Se contó el número total de 

células teñidas que había en un área de 220 µm x 220 µm, teniendo en cuenta el 

grosor total de cada sección histológica y usando el objetivo de 40x. De este modo se 

estimó el número de células por unidad de volumen marcadas con GFAP, vimentina, 

Iba1, βIII-tubulina y NeuN en las capas V y VI de la corteza cerebral.  

Además, las células inmunorreactivas para Iba1 (microglía) fueron clasificadas 

morfológicamente en seis categorías (clasificación basada en la que se describe en 

(Diz-Chaves et al. 2012)): tipo I, células con dos o menos prolongaciones; tipo II, células 

con entre 3 y 5 ramificaciones cortas; tipo III, células con más de 5 procesos largos y 

cuerpo celular pequeño; tipo IV, cuerpo celular más grueso y proyecciones retraídas y 

gruesas; tipo V, morfología ameboidea con marcaje muy intenso y muchas 

ramificaciones muy cortas; y tipo VI, células con marcaje muy intenso y forma de 

bastón. Los fenotipos microgliales I, II y III se consideraron como células no reactivas, 

mientras que los tipos IV, V y VI como microglía reactiva (Figura 4). En cada sección se 

contaron al menos 100 células y se calculó el porcentaje de cada categoría fenotípica.   

 
Figura 4. Clasificación morfológica de las células inmunopositivas para Iba1, en fenotipo no reactivo 

(A) y fenotipo reactivo (B). La barra de escala representa 50 µm. 
 

 

4. CULTIVOS PRIMIARIOS DE GLÍA ENRIQUECIDOS EN ASTROCITOS 

Los cultivos primarios se obtuvieron a partir de ratones CD1 de entre 0 y 2 días 

de vida postnatal (P0-P2), manteniendo siempre por separado los machos de las 

hembras. Se usó la distancia ano-genital como criterio para distinguir el sexo de los 

animales. 
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Tras la disección del hipotálamo y la corteza cerebral de cada animal, se 

retiraron completamente las meninges con el fin de evitar contaminaciones con otros 

tipos celulares. Dichas áreas cerebrales se trituraron mecánicamente hasta obtener 

fragmentos de aproximadamente 1 mm3 en HBSS (Hank´s Balanced Salt Solution, 

Sigma). Tras ser lavados varias veces, se homogeneizaron completamente en DMEM-F12 

(Dubelco´s modified Eagle´s medium y suplemento F12 en proporción 1:1, Sigma) 

usando una pipeta Pasteur de vidrio. Dicho homogeneizado se filtró a través de una red 

de nailon con poros de 40 µm (BD Biosciences) para obtener una suspensión de células 

individualizadas. La suspensión celular se sembró en botellas de 75 cm2 usando DMEM-

F12 con rojo fenol (suplementado con un 10% de suero fetal bovino y con 1% de 

antibiótico/antimicótico). Pasados 7 días in vitro (DIV) a 37 ºC y con un 5% de CO2, las 

botellas se colocaron durante una noche en un agitador orbital (Thermo Forma, 

Marietta, OH, USA), después se tripsinizaron las células y se sembraron en nuevas 

botellas. Tras este primer pase las células crecieron  en DMEM-F12 (con aditivos pero sin 

rojo fenol), y se mantuvieron en el incubador hasta alcanzar entre un 90 y un 100% de 

confluencia. En ese momento se repitió el proceso de agitación y tripsinización y las 

células se sembraron de manera adecuada a cada experimento (Figura 5). Durante todo 

este proceso el medio de cultivo se cambió dos veces por semana. Con este protocolo se 

obtuvieron cultivos de glía cortical e hipotalámica enriquecidos en astrocitos (menos del 

5% de células Iba-1 positivas).  

 

 

 

 

 

Figura 5. Resumen temporal del protocolo para los cultivos primarios de 
células gliales. 
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5. TRATAMIENTOS CELULARES  

Para los análisis bioquímicos las células fueron sembradas en placas de 6 pocillos 

en DMEM-F12 con un 10% de suero y un 1% de antibiótico/antimicótico. Una vez que las 

células alcanzaron el 100% de confluencia en los pocillos, se lavaron con PBS y se les 

administraron los tratamientos correspondientes en DMEM-F12 sin rojo fenol y sin 

aditivos, tal y como se detalla en la Tabla 5. 

Tratamiento Función Concentración Tiempo Casa comercial 
LPS Agonista TLR4 500 ng/mL 5 h, 14 h, 24 h, 48 h Sigma Aldrich 

17β-estradiol Agonista ERs 0,1 nM 5 h, 14 h, 24 h, 48 h Sigma Aldrich 
Letrozol Inhibidor aromatasa 100 nM 4 h + 24 h Novartis 

Tamoxifeno SERM 10 nM 24 h Sigma Aldrich 
Raloxifeno SERM 10 nM 24 h Sigma Aldrich 

Ospemifeno SERM 1 nM 24 h Sigma Aldrich 
Bazedoxifeno SERM 1 nM 24 h Sigma Aldrich 
Progesterona Agonista PRs 0,1 y 10 nM 24 h Sigma Aldrich 

IGF-1 Agonista IGF1R 100 nM 5 min, 15 min, 24 h ProSpec-Tany 
DAPT Inhibidor γ-secretasa 2,5 µM 4 h + 24 h Calbiochem 
NVP Antagonista IGF1R 400 nM 4 h + 24 h Cayman Chemical 

Wortmanina Inhibidor PI3K 100 nM 2 h + 24 h Calbiochem 
U0126 Inhibidor MEK 10 µM 2 h + 24 h Cell Signaling 
BAY-11 Inhibidor NF-κB 10 µM 4 h + 24 h Calbiochem 

Tabla 5. Tratamientos aplicados a los cultivos celulares. Todos los inhibidores se administraron como un 
pretratamiento de 2 o 4 h, y posteriormente se mantuvieron durante el resto del tratamiento (en presencia o 

ausencia del correspondiente agonista). 

 

6. VIABILIDAD CELULAR 

Para evaluar un posible efecto citotóxico del LPS los astrocitos fueron sometidos 

a un ensayo de MTS (CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, 

Promega). Los astrocitos corticales fueron sembrados en placas de 96 pocillos y se les 

aplicó un tratamiento con concentraciones crecientes del LPS durante 24 h. Tres horas 

antes de finalizar el tratamiento se añadió el MTS al medio de cultivo, según las 

instrucciones de uso del fabricante. Al finalizar el tratamiento se leyó la absorbancia a 

450 nm en un lector de placas de ELISA. Cada punto de la curva se midió por triplicado, y 

el experimento se repitió tres veces.   
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El número de células en cada pocillo correlaciona con la capacidad de reducir el 

MTS a un producto coloreado y soluble. El MTS es reducido principalmente por la 

actividad enzimática mitocondrial presente básicamente en las células vivas.  

 

7.   TRANSFECCIÓN 

Los astrocitos fueron transfectados con un plásmido cedido por JS Nye que 

expresa  el fragmento intracelular de Notch (NICD) y un epítopo de c-myc que se empleó 

como etiqueta (Nye et al. 1994); el plásmido control sólo incluye la secuencia del 

epítopo de myc. 

Los cultivos fueron transfectados al alcanzar un 60-70% de confluencia con el 

kit Effectene Transfection Reagent (Qiagen GmbH, Hilden, Alemania), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Primero se crearon los complejos ADN-Effectene en medio 

de cultivo (DMEM-F12 sin aditivos), formándose unas estructuras micelares que se 

añadieron a las células durante 3 horas a 37ºC y 5% CO2.  Posteriormente se lavaron las 

células con DMEM-F12 (suplementado con 10% de suero) y se dejaron crecer durante 

24 h para permitir la expresión proteica y que se alcanzara  el 100% de confluencia. Tras 

ser tratados con LPS, los cultivos fueron procesados tanto para el estudio de la 

transcripción génica (apartado 10) como para su análisis morfológico (mediante 

inmunocitoquímica, apartado 14). 

 

8. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GÉNICA MEDIANTE RT-qPCR 

Para analizar los cambios en la expresión de los genes de interés provocados 

por los distintos tratamientos seguimos los siguientes pasos. En primer lugar se extrajo 

el ARN 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 

copia (ADNc) a partir de 3 μg de ARN, 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 cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR) (ABI Prism 

7500 Sequence Detection System, Applied Biosystems) con el programa de ciclos 
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recomendados por el fabricante (40 ciclos: 15 segundos a 95 ºC seguidos de 1 minuto a 

60 ºC).  

La enzima polimerasa empleada fue la presente en TaqMan Universal PCR 

Master Mix (Applied Biosystems) para Hes-5 y Ngn-3 (TaqMan Gene expression assay, 

Applied Biosystems) y SYBR Green Master Mix para el resto de genes, cuyos cebadores 

(Tabla 6) fueron diseñados mediante el programa Primer Express 3.0 de Applied 

Biosystems y sintetizados por Invitrogen. 

 Forward 5´- 3´ Reverse 5´- 3´ 

ARNr 18S CGCCGCTAGAGGTGAAATTCT CATTCTTGGCAAATGCTTTCG 
Cx-43 GCCCGAACTCTCCTTTTCCT TGTCTGGGCACCTCTCTTTCA 
Dlk-1 AATGTCTGCAGGTGCCATGTT TGCACTGCCATGGTTCCTT 
GFAP GGTCCGCTTCCTGGAACA GCTCCGCCTGGTAGACATCA 
Hes-1 CCAGCCAGTGTCAACACGA AATGCCGGGAGCTATCTTTCT 
HIF-1α GGCGAAGCAAAGAGTCTGAAGT GAGCCTCATAACAGAAGCTTTATCAA 

IL-6 GAAACCGCTATGAAGTTCCTCTCTG TGTTGGGAGTGGTATCCTCTGTGA 
IP-10 CAGGAGAATGAGGGCCATAGG CGGATTCAGACATCTCTGCTCAT 
Jag-1 TCAGGACACACAACTCGGAAGT CTCCTCTCTGTCTACCAGCGTATACA 

NeuroD D CTGCGAGATCCCCATAGACAAC CCTCTAATCGTGAAAGATGGCATT 
Notch-1 CCCTTGCTCTGCCTAACGC GGAGTCCTGGCATCGTTGG 
TNF-α GAAAAGCAAGCAGGCAACCA CGGATCATGCTTTCTGTGCTC 

Vimentina GCTGCAGGCCCAGATTCA TTCATACTGCTGGCGCACAT 
Tabla 6. Cebadores específicos diseñados, validados y empleados en el análisis de ARNm mediante RT-

qPCR. 

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 (ARNr 18S). 

 

9. WESTERN BLOT 

Las células fueron lisadas en 150 μL de tampón Laemmli (Tris-HCl 25 mM pH 

6.8, con 2% de SDS, 10% de glicerol, DTT 100 mM y azul de bromofenol), sonicadas y 

hervidas durante 5 minutos. Las proteínas solubilizadas (20 µL) se resolvieron en geles 

de acrilamida/bis-acrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE 8-10%), a 100 
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V durante 1 h a temperatura ambiente. A continuación se transfirieron a membranas de 

nitrocelulosa de 0,2 µm de poro (Trans-Blot Turbo Transfer Pack, Biorad), con 1,3 A 

durante 10 minutos en un sistema semiseco (Trans-Blot Turbo Transfer System, Biorad). 

Las membranas se bloquearon con albúmina de suero bovino al 5% (p/v) en TTBS (NaCl 

138 mM, Tris-HCl 25 mM a pH 8.0 y 0.1% (p/v) de Tween-20) durante 2 horas. 

Posteriormente se incubaron toda la noche a 4ºC con el anticuerpo primario diluido en 

la misma solución de bloqueo. Tras varios lavados en TTBS se incubaron con el 

correspondiente anticuerpo secundario generado en cabra y conjugado con peroxidasa 

de rábano (HRP) durante 2 h a temperatura ambiente (diluido 1:10000 en TTBS, Jackson 

Laboratories). Todos los anticuerpos primarios empleados se detallan en la Tabla 7.  

 

Antígeno Especie 
hospedadora Dilución Casa comercial Peso 

Molecular 
Akt 1/2/3 Conejo 1:1000 Cell Signaling 60 kDa 

Cleaved Notch-1 
(Val1744) Conejo 1:500 Cell Signaling 110 kDa 

ERK 1/2 Conejo 1:1000 Cell Signaling 42 y 44 kDa 
GFAP Ratón 1:5000 Sigma 50 kDa 

IGF1R beta Conejo 1:500 Santa Cruz 90 kDa 
IGF1R, 25%ag Ratón 20 µg/mL Santa Cruz IP 
pAkt (Ser473) Conejo 1:1000 Cell Signaling 60 kDa 

pERK 1/2 
(Thr202/Tyr204) Conejo 1:5000 Cell Signaling 42 y 44 kDa 

pTyr (PY20) Ratón 1:200 Santa Cruz IP 
β-Actina (AC-74) Ratón 1:4500 Sigma 42 kDa 

Tabla 7. Anticuerpos primarios empleados para el análisis de la expresión proteica mediante Western 
Blot, así como para la inmunoprecipitación. 

 

El revelado se realizó con ECL (Amersham), que produce quimioluminiscencia. 

La densitometría y cuantificación de las bandas en las películas fotográficas se llevó a 

cabo con el programa Quantity One de BioRad; los datos de cada proteína fueron 

normalizados al control de carga (β-actina) y se representan como porcentaje del 

grupo control.   
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10. INMUNOPRECIPITACIÓN DEL RECEPTOR DE IGF-1 

Con el objeto de analizar el grado de fosforilación y activación del IGF1R se 

procedió a purificarlo mediante inmunoprecipitación. Los astrocitos fueron estimulados 

con IGF-1 durante 5 minutos, finalizando con un lavado con PBS frío para detener la 

fosforilación. A continuación se lisaron las células en un tampón para extracción de 

proteínas (PEB: NaCl 150 mM, Tris HCl 10 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Triton X-100 1 

% y NP-40 0,5%) con inhibidores de proteasas y fosfatasas. Los lisados celulares fueron 

incubados con un anticuerpo primario contra el IGF1R conjugado con agarosa (Tabla 4) 

durante toda la noche a 4ºC y en agitación. A la mañana siguiente los inmunocomplejos 

se precipitaron mediante centrifugación (1 minuto a 3000 rpm y 4 ºC), se aspiró el 

sobrenadante y resuspendió el precipitado en 1 mL de PEB frío. Este lavado se repitió 

dos veces más; finalmente el precipitado se resuspendió en 30 µL de tampón Laemmli, 

se hirvió y centrifugó. Los sobrenadantes fueron procesados mediante Western Blot, 

según el protocolo detallado en el apartado 11 de este capítulo.  En primer lugar se 

estudió el grado de fosforilación del IGF1R con un anticuerpo que reconoce 

específicamente los residuos de tirosina fosforilados (anti-pTyr, Tabla 7). Tras un 

proceso de stripping (ReBlot Plus Mild, Biorad) se midió la cantidad total del receptor 

(anti-IGF1R β, Tabla 7), que se usó como control de carga.  

 

11.  ANÁLISIS DEL CICLO CELULAR MEDIANTE CITOMETRÍA DE FLUJO 

Los astrocitos fueron sembrados a una densidad de 40.000 células/cm2 en 

DMEM-F12 con aditivos; 24 h después se lavaron con PBS y se aplicaron los tratamientos 

en DMEM-F12 sin aditivos. Los cultivos de astrocitos fueron tratados durante 24 horas 

con IGF-1 y DAPT (inhibidor de γ-secretasa) de manera individual o combinada, en 

presencia del análogo de timidina 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdU, 10 µM). A 

continuación, las células fueron recogidas mediante tripsinización y se fijaron con etanol 

al 70%. Las muestras se sometieron a un tratamiento ácido (HCl 2N, durante 30 

minutos) para abrir los epítopos de la BrdU, que fue neutralizado con tetraborato de 

sodio. Las muestras se incubaron durante 1 h con un anticuerpo primario contra BrdU 

(Hybridoma Bank) hecho en ratón y con el correspondiente anticuerpo secundario 

contra IgG de ratón acoplado al fluoróforo Alexa 647 (Invitrogen). Ambos anticuerpos se 
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usaron a una dilución 1:20 en PBS con 1% de BSA y 0,5% de Tween-20. Tras un lavado, 

las células fueron transferidas a tubos de poliestireno aptos para citometría, en los que 

se añadieron la ARNasa A (100 µg/mL) y el ioduro de propidio (50 µg/mL). 

Para el análisis del ciclo celular se usó un citómetro de flujo FACSAria (BD 

Biosciences, San Diego, CA), equipado con un láser doble de argón (488 nm) y helio-

neón (633 nm). Los filtros de emisión empleados fueron BP 616/23 para el ioduro de 

propidio y BP 660/20 para el Alexa 647. Los restos celulares y los dobletes de células se 

excluyeron del análisis, y se adquirieron un mínimo de 10.000 eventos en cada 

experimento. 

 

12. INMUNOCITOQUÍMICA  

Para los estudios de morfología y proliferación celular los astrocitos se sembraron 

en cubreobjetos de 10 mm de diámetro a una densidad de 20.000 células/cm2, con 

DMEM-F12 suplementado. Trascurridas 24 h se retiró el medio, se lavaron las células 

con PBS a 37 ºC y se realizaron los tratamientos correspondientes.  

Al finalizar el tratamiento las células fueron fijadas con paraformaldehído 4% en 

tampón fosfato 0,1 M durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se permeabilizaron 

con Tritón X-100 (0,12% en PBS/gelatina 0,12%) durante 4 minutos y se lavaron varias 

veces con PBS/gelatina 0,12%. A continuación los cubreobjetos se incubaron con los 

correspondientes anticuerpos primarios (Tabla 8) diluidos en PBS/gelatina durante 1 h a 

temperatura ambiente. Tras varios lavados, se incubaron con los anticuerpos 

secundarios fluorescentes durante 45 minutos a temperatura ambiente (Tabla 8). Los 

cubreobjetos se montaron con Vectashield-DAPI (Vector Laboratories, CA, EEUU) y se 

sellaron con laca de uñas transparente. Las preparaciones fueron analizadas en un 

microscopio de fluorescencia Leica DMI6000 acoplado a una cámara Leica DFC350 FX.  

 Análisis morfológico y pureza del cultivo 12.1.

Las células inmunopositivas para GFAP (y las dobles positivas c-myc/GFAP en el 

caso de los cultivos transfectados) se clasificaron en tres categorías morfológicas (Figura 

6): poligonales (con citoplasma redondeado, sin prolongaciones), bipolares (células con 

forma alargada y células con una prolongación prominente, de longitud superior al 
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tamaño del cuerpo celular) y estrelladas (células con varias prolongaciones finas y 

largas, y que presentan un marcaje muy intenso con GFAP).  

Para evaluar la pureza del cultivo se calculó el porcentaje de células 

inmunorreactivas para Iba1 (marcador de microglía) con respecto al número total de 

núcleos (teñidos con DAPI).  

 

Figura 6. Imágenes representativas de astrocitos in vitro marcados con GFAP, con morfología poligonal 
(A), bipolar (B) y estrellada (C). 

 Análisis de la proliferación celular 12.2.

Para estudiar la proliferación celular se midió la incorporación de BrdU en los 

núcleos celulares. Los tratamientos se aplicaron junto con un pulso de BrdU 10 µM en el 

medio de cultivo. Tras la fijación de las células se realizó un tratamiento ácido con HCl 

2N durante 30 minutos a 37ºC, que fue neutralizado con borato de sodio 0,1 M pH 8,5 

durante otros 30 minutos a 37ºC. A partir de ese punto se realizó una 

inmunocitoquímica doble (siguiendo el mismo protocolo que se describe más arriba) 

contra GFAP y BrdU.  

Antígeno Especie hospedadora Dilución Casa comercial 
GFAP (GA5) Ratón 1:500 Sigma-Aldrich 

Anti-mouse Alexa 594 Cabra 1:1000 Jackson Laboratories 
Anti-Rabbit Alexa 488 Cabra 1:1000 Jackson Laboratories 

BrdU Ratón 1:2500 Hybridoma Bank 
c-myc (9E10) Ratón 1:500 Roche 

GFAP Conejo 1:500 Dako 
Iba1 Conejo 1:500 Wako 

Tabla 8. Anticuerpos primarios usados para inmunocitoquímica 

 

13. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Todos los datos de las gráficas están expresados como media ± error estándar de 

la media (EEM). Para el análisis estadístico se usó el paquete informático SPSS, versión 

21. En primer lugar, se evaluó la normalidad de cada variable mediante el test de 
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Kolmogórov-Smirnov. En el caso de que alguna de las variables no se distribuyese 

normalmente, se procedió a transformarla usando su logaritmo natural. 

 Para estudiar las posibles diferencias entre más de dos grupos experimentales, se 

emplearon pruebas de análisis de la varianza (ANOVA) de una, dos o tres vías, con su 

correspondiente prueba post-hoc (Bonferroni o Games-Howell en función de que  la 

prueba de Levene determinase que había homocedasticidad o no, respectivamente). Las 

comparaciones entre las medias de dos grupos experimentales se estudiaron mediante 

la prueba t de Student. El tamaño muestral de los experimentos se detalla en cada pie 

de figura. 
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I. DIFERENCIAS SEXUALES EN NEUROINFLAMACIÓN (IN VIVO) 

Se practicaron lesiones cerebrales penetrantes en ratones adultos de ambos 

sexos, y se analizó mediante técnicas de inmunohistoquímica la respuesta inflamatoria 

por parte de las células de glía corticales. Para incluir el efecto de la distancia a la 

lesión en los análisis, se establecieron cinco regiones consecutivas de 220 µm cada una 

empezando en el borde de la cicatriz (región 1: 0-220 µm; región 2: 220-440 µm; 

región 3: 440-660 µm; región 4: 660-880 µm; región 5: 880-1100 µm).   

 

1. RESPUESTA DE LA MICROGLÍA A LA LESIÓN PENETRANTE 
En la Figura 7 A-D se muestran fotografías representativas de las cortezas 

cerebrales lesionadas de machos y hembras marcados con Iba1. El número total de 

células inmunopositivas para Iba1 (células Iba1+) aumentó significativamente en la 

zona cercana a la lesión (0-660 µm) con respecto al hemisferio contralateral, en ambos 

sexos (Figura 7 E). Dentro del hemisferio lesionado la evaluación del número total de 

células Iba1+ reveló un efecto global significativo tanto del sexo (F=5,044; P=0,030) 

como de la distancia a la lesión (F=2,874; P=0,035). En los machos se observó una 

disminución significativa en la densidad de células Iba1+ conforme aumentaba la 

distancia al borde de la lesión (a partir de la región 4), pero en las hembras no. 

Además, los machos presentaron un mayor número de células Iba1+ que las hembras 

en la región más cercana al borde de la lesión (región 1). No se observaron diferencias 

sexuales en el hemisferio contralateral (Figura 7 E). 

Para profundizar en el análisis de la respuesta microglial a la lesión, las células 

Iba1+ fueron clasificadas en seis categorías de acuerdo con su morfología. A 

continuación se evaluó la densidad de microglía reactiva (tipos IV-VI) y no reactiva 

(tipos I-III) en cada una de las cinco regiones (Figuras 7 F y 7 G, respectivamente). La 

disminución en densidad de células Iba1+ totales conforme aumentaba la distancia a la 

lesión en machos se debía fundamentalmente a la disminución de células con 

morfología reactiva (F=12,295; P=0,000), ya que la densidad de microglía con 

morfología no reactiva se mantuvo estable a lo largo de toda la zona estudiada 

(F=2,226; P=0,105).  
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Figura 7. Inmunohistoquímica contra Iba1 en cortezas cerebrales de hembras (A, C) y  machos (B, D) 
lesionados. Las líneas discontinuas delimitan las cinco regiones de estudio con respecto al borde de la 
lesión (asterisco). Las barras de escala equivalen a 100 µm (A, B) y 50 µm (C, D). Cuantificación de las 

células imnunopositivas para Iba1 por unidad de volumen en el hemisferio lesionado y en el 
contralateral de hembras (CH) y machos (CM): totales (E), con morfología rectiva (F) y con morfología no 
reactiva (G). +,++ diferencias estadísticamente significativas (P<0,05; P<0,01) respecto de CH. @,@@@ 
diferencias significativas (P<0,05; P<0,005) respecto de CM. *,**,*** diferencias significativas (P<0,05; 

P<0,01 y P<0,005) respecto de “Hembras 220 µm”. $,$$, diferencias significativas (P<0,05 y P<0,01) 
respecto de “Machos 220 µm”. &,&&, diferencias significativas (P<0,05 y P<0,01) entre sexos en una 

misma región. N=5. 
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En las hembras se observó una drástica reducción de la densidad de microglía 

con morfología reactiva (F=9,093; P=0,000), acompañada de un aumento significativo 

en la densidad de células con morfologia no reactiva (F=10,364; P=0,000) conforme 

aumentaba la distancia a la lesión. Estos cambios fueron los responsables de que la 

densidad de células Iba1+ totales en hembras permaneciera estable a lo largo de las 

cinco regiones estudiadas. 

La diferencia sexual en número total de células Iba1+ observada en la región 1 

(Figura 7 E), se debió fundamentalmente al mayor número de células con morfología 

no reactiva en machos que en hembras (Figura 7 G); a pesar de que en esa región eran 

más abundantes las células con morfología reactiva en ambos sexos. 

A continuación se estudió la polarización de la microglía reactiva hacia los 

fenotipos M1 (proinflamatorio) y M2 (reparador) en la región 1, mediante el análisis de 

la expresión de CD16/32 y de arginasa-1 en células inmunopositivas para Iba1. En 

torno a un 80% de las  células Iba1+ en la proximidad de la lesión expresaban CD16/32, 

marcador de fenotipo M1, en ambos sexos (Figura 8 A-D). Sin embargo, el marcador de 

células con fenotipo M2 arginasa-1, se expresaba en un porcentaje de células Iba1+ 

significativamente mayor en machos que en hembras (Figura 9).  
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Figura 8. Análisis de la polarización de las células Iba1+ (rojo) en el borde de la lesión (asteriscos) hacia 
el fenotipo M1 (expresión de CD16/32, en verde) en hembras (A, B) y machos (C, D). Las barras de escala 

representan 50 µm en A y C, y 10 µm en B y D. Cuantificación del porcentaje de células Iba1+ que 
epresan CD16/32 (E). N=5. 
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Figura 9. Análisis de la polarización de las células Iba1+ (rojo) en el borde de la lesión (asteriscos) hacia 
el fenotipo M1 (expresión de CD16/32, en verde) en hembras (A, B) y machos (C, D). Las barras de escala 

representan 50 µm en A y C, y 10 µm en B y D. Cuantificación del porcentaje de células Iba1+ que 
epresan CD16/32 (E). **, diferencia significativa (P<0,01) respecto de “Hembras”. N=5. 

 

Para caracterizar mejor estas diferencias sexuales observadas en la microglía 

de la región 1, se realizaron inmunohistoquímicas dobles de fluorescencia  contra Iba1 

y neuroglobina (Ngb). Tal y como ya se había demostrado previamente (De Marinis, 

Acaz-Fonseca et al. 2013), la expresión de Ngb estaba restringida a la zona más 

próxima a la lesión, lo que corresponde con las regiones 1 y 2 de nuestro estudio 

(Figura 10 A, C).  
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Figura 10. Análisis de la expresión de neuroglobina (verde) en células Iba1+ (rojo) del borde de la lesión 
(marcado con un asterisco), en hembras (A,B) y machos (C, D). Las barras de escala representan 100 µm 

(A, C) o 25 µm (B,D). Cuantificación del grado de colocalización de Ngb en células Iba1+ de la región 1 
(E). **, diferencia significativa (P<0,01) respecto de “Hembras”. N=5. 

 

A pesar de que el área en la que se expresaba Ngb era similar en ambos sexos, 

sí se observó que la proteína mostraba un patrón de expresión celular sexodimórfico. 

En las hembras, la mayor parte de células inmunpositivas para Ngb tenían el aspecto 

de neuronas (Figura 10 B); mientras que en los machos Ngb mostraba una distribución 

más bien glial (Figura 10 D). De hecho, la cuantificación de la tasa de colocalización 

entre Iba1 y Ngb fue dos veces más alta en machos que en hembras (Figura 10 E). 
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En resumen, los machos mostraron un mayor número de células Iba1+ en el 

borde de la lesión (0-220 µm) que las hembras, y un mayor número de ellas mostraban 

una morfología no reactiva. Además, en los machos se observó una proporción mayor 

de microglía polarizada hacia el fenotipo M2, y un mayor grado de expresión de Ngb 

en microglía que en las hembras. 

 

2. RESPUESTA DE LA ASTROGLÍA A LA LESIÓN PENETRANTE 
En la Figura 11 se muestran imágenes representativas de las 

inmunohistoquímicas contra GFAP y vimentina, realizadas para evaluar la respuesta de 

los astrocitos (totales y reactivos, respectivamente) a la lesión penetrante. La 

cuantificación de la densidad de astrocitos totales (Figura 11 E) reveló un aumento de 

estas células en el hemisferio lesionado comparado con el contralateral, en ambos 

sexos. No obstante, este aumento resultó estadísticamente significativo para la región 

comprendida entre 0 y 880 µm desde el borde de la lesión en los machos, mientras 

que en las hembras el incremento en células inmunopositivas para GFAP (GFAP+) se 

extendió hasta las 1100 µm. No se observaron diferencias sexuales en la densidad de 

células GFAP+ presentes en el hemisferio contralateral. En el hemisferio lesionado la 

distancia a la cicatriz tuvo un efecto significativo sobre la distribución de la densidad de 

células GFAP+ (F=90,445; p=0,000), pero el sexo no afectó a su distribución (Figura 11 

A, B y E).  

Sólo se detectaron células inmunopositivas para vimentina en el hemisferio 

lesionado, como cabía esperar. De nuevo, la distancia a la cicatriz en el hemisferio 

lesionado afectó significativamente a la distribución de células inmunopositivas para 

vimentina (F=175,662; p=0,000), pero no el sexo de los animales (Figura 11 C, D y F). 

Como mecanismo para evaluar el grado de reactividad de los astrocitos, se 

calculó el cociente entre células inmunopositivas para vimentina (astrocitos reactivos) 

y para GFAP (astrocitos totales) en cada una de las cinco regiones estudiadas (Figura 11 

G). Tampoco se observó ningún efecto del sexo sobre la distribución de esta variable, 

pero sí de la distancia a la lesión (F=62,624; p=0,000).  

 

Resultados 



 54 

 
Figura 11. Inmunohistoquímica simple contra GFAP (A, B) y vimentina (C, D) en secciones cerebrales de 
hembras (A, C) y machos (B, D) sometidos a la lesión penetrante. Las líneas discontinuas delimitan las 

cinco regiones de estudio con respecto al borde de la lesión (asterisco). Las barras de escala representan 
100 µm. Cuantificación del número de células inmunopositivas para GFAP (E) y vimentina (F) por unidad 
de volumen en cada región analizada. Representación del cociente entre células inmunopositicvas para 

vimentina y GFAP en cada región analizada (G). *,**,***, diferencias significativas (P<0,05; P<0,01 y 
P<0,005) respecto de “Hembras 220 µm”. $$$, diferencias significativas (P<0,005) respecto de “Machos 

220 µm”. CH y CM, cuantificación en el hemisferio contralateral de hembras y machos, respectivamente. 
N=5. 
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Para evaluar si las diferencias sexuales de densidad de células Iba1+ en el borde 

de la lesión pudieran estar causadas por diferencias en el fenotipo molecular de los 

astrocitos que forman la cicatriz glial, se estudió la expresión de CCL2 (proteína 

quimio-atrayente de macrófagos) en los astrocitos de la región 1 (Figura 12). El 

porcentaje de células inmunopositivas para GFAP que expresaron CCL2 fue dos veces 

más alto en machos que en hembras. Además se apreció un patrón de expresión 

subcelular diferente en cada sexo; siendo fundamentalmente nuclear en hembras, y 

citoplasmático en machos. A diferencia de lo observado en la microglía, no se 

apreciaron diferencias sexuales en cuanto al número y reactividad de astrocitos en la 

proximidad de la lesión. No obstante, sí se encontraron diferencias sexuales en la 

expresión de CCL2, proteína encargada del reclutamiento de macrófagos y microglía.  
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Figura 12. Inmunohistoquímica doble contra CCL2 (verde) y GFAP (rojo) en secciones cerebrales de 
hembras, en torno a la lesión penetrante (el borde de la lesión está indicado con un asterisco). Las 

barras de escala equivalen a 100 µm (A, C) o a 10 µm. Cuantificación del porcentaje de astrocitos que 
expresan CCL2 (E). ***, diferencia significativa (P<0,005) respecto de “Hembras”. N=5. 
   

 

3. SUPERVIVENCIA NEURONAL 
Una vez evaluados los cambios generados en las células de glía tras la lesión 

penetrante, se estudió su repercusión en la supervivencia de las neuronas. Se evaluó la 

densidad de neuronas cuantificando las células inmunopositivas para βIII-tubulina 

(Figura 13) y NeuN (Figura 14) por unidad de volumen, tanto en el hemisferio 

lesionado como en el contralateral.  
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En el análisis de las secciones cerebrales marcadas con βIII-tubulina se apreció 

una disminución significativa del número de neuronas en el hemisferio lesionado en 

comparación con el contralateral. Esta mengua resultó significativa en las 440 µm más 

cercanas al borde de la lesión en machos, mientras que en las hembras la muerte 

neuronal se extendió hasta las 880 µm. No se encontraron diferencias sexuales en la 

densidad neuronal del hemisferio contralateral (Figura 13 D). Dentro del hemisferio 

lesionado se observó un efecto significativo del sexo (F=11,562; P=0,000) y de la 

distancia a la lesión (F=34,647; P=0,000) sobre la distribución de la densidad de células 

inmunopositivas para βIII-tubulina; sin detectarse una interacción entre ambos 

factores (F=1,093; P=0,376). En ambos sexos se apreció un aumento significativo de la 

densidad neuronal con la distancia a la lesión, pero esa recuperación celular empezó 

en la región 2 para los machos, mientras que en las hembras comenzó en la región 3. 

Además, los machos presentaron una densidad neuronal significativamente mayor que 

las hembras en las dos  regiones más cercanas al borde de la lesión (0-440 µm) (Figura 

13 D).  

 

Con el objetivo de profundizar en el análisis de la supervivencia neuronal tras la 

lesión, y de corroborar los resultados anteriores, se decidió cuantificar otro marcador 

de neuronas, NeuN.  Igual que se apreciaba con βIII-tubulina, la lesión generó una 

pérdida de células (núcleos celulares) inmunopositivas para NeuN (NeuN+) respecto 

del hemisferio contralateral en ambos sexos; aunque afectó a un área mayor de la 

corteza en hembras que en machos (Figura 14 A y B). Tampoco se detectaron 

diferencias sexuales en la densidad de células NeuN+ en el hemisferio contralateral 

(Figura 14 C). 
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Figura 13. Inmunohistoquímica contra βIII-tubulina en el hemisferio lesionado y en el contralateral de 

hembras (A) y machos (B). Los asteriscos marcan el borde de la lesión y las barras de escala representan 
50 µm. C, ejemplos representativos de los que se consideraron células inmunopositivas para este 

marcaje (barra de escala equivale a 10 µm). D, Cuantificación de la densidad neuronal por unidad de 
volumen a lo largo del hemisferio lesionado, y en una porción equivalente del hemisferio contralateral  
de hembras (CH) y machos (CM). ***, diferencias sexuales (P<0,005) respecto de “Hembras 220 µm”. 

$$, $$$, diferencias sexuales (P<0,05 y P>0,005) respecto de “Machos 220 µm”. &, &&, diferencias 
significativas (P<0,05 y P<0,01) entre los sexos para cada región estudiada. N=5.  

 
 
En el hemisferio lesionado, también se observó un efecto significativo del sexo 

(F=36,370; P=0,000) y de la distancia a la lesión (F=16,457; P=0,000) sobre la 

distribución de células NeuN+. El aumento en la densidad de células marcadas con 
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dicho anticuerpo conforme aumenta la distancia a la lesión fue significativo a partir de 

la región 4 en machos y de la 5 en hembras. En el caso de NeuN también observamos 

que la supervivencia neuronal en torno a la lesión era significativamente mayor en 

machos que en hembras, aunque con este marcaje apreciamos que dicha diferencia 

sexual se extiende hasta las 880 µm del borde de la lesión (Figura 14 C).    

 
Figura 14. Inmunohistoquímica contra NeuN en el hemisferio lesionado y en el contralateral de hembras 

(A, A´) y machos (B, B´). Los asteriscos marcan el borde de la lesión y las barras de escala representan 
100 µm (A, B) o 50 µm (A´, B´). C, Cuantificación de la densidad neuronal por unidad de volumen a lo 

largo del hemisferio lesionado, y en una porción equivalente del hemisferio contralateral  de hembras 
(CH) y machos (CM). ***, diferencias sexuales (P<0,005) respecto de “Hembras 220 µm”. $$, $$$, 

diferencias sexuales (P<0,05 y P>0,005) respecto de “Machos 220 µm”. &, &&, diferencias significativas 
(P<0,05 y P<0,01) entre los sexos para cada región estudiada. N=5.   
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II. RUTAS DE SEÑALIZACIÓN IMPLICADAS EN LA INFLAMACIÓN (IN VITRO) 

 

1. REGULACIÓN DE LA RUTA DE NOTCH EN INFLAMACIÓN 

1.1. MODELO DE ASTROGLIOSIS IN VITRO 

1.1.1. Caracterización del modelo 

La estimulación de astrocitos  in vitro con lipopolisacárido bacteriano (LPS) es un 

modelo de inflamación ampliamente usado en la bibliografía. Las células se trataron 

durante 24 horas con concentraciones crecientes de LPS, para evaluar su posible 

citotoxicidad mediante un ensayo de MTS. Sólo la dosis más alta (5 µg/mL) redujo 

significativamente la viabilidad de los astrocitos derivados de hembras, mientras que 

las células derivadas de machos mantuvieron intacta su actividad mitocondrial. De 

acuerdo con los resultados de este ensayo (Figura 15), se decidió emplear una dosis de 

500 ng/mL en los siguientes experimentos. 

 

 
Figura 15. Ensayo de viabilidad por MTS. Los astrocitos corticales derivados de hembras y machos 

fueron tratados durante 24 h con concentraciones crecientes de LPS y se midió su actividad reductora. 
*, diferencia significativa (P<0,05) respecto de hembras 0 ng/mL. &, diferencia significativa (P<0,05) 

respecto de hembras 5000 ng/mL. N=3. 
 

 Una vez establecida la dosis de tratamiento, se caracterizó la respuesta 

inflamatoria de los astrocitos corticales en nuestro modelo experimental. En primer 

lugar se midió la transcripción de citoquinas proinflamatorias como interleuquina 6 (IL-
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6), factor de necrosis tumoral alfa (TNF- α) y proteína 10 inducible por interferón 

gamma (IP-10). El tratamiento con LPS incrementó significativamente la expresión de 

todas las citoquinas analizadas, siendo este incremento similar en ambos sexos (Figura 

16). 

Asimismo se midió el cambio en la transcripción del factor inducible por hipoxia 

1 alfa (HIF-1α) y de la conexina 43 (Cx-43), proteína de uniones comunicantes (uniones 

gap) como marcadores de daño celular. La expresión de ARNm de HIF-1α aumentó de 

manera significativa tras el tratamiento con LPS, tanto en células derivadas de machos 

como de hembras. Sin embrago, el LPS hizo disminuir significativamente la 

transcripción de Cx-43 en ambos sexos por igual (Figura 17). 

Figura 16.  Expresión de ARNm de citoquinas proinflamatorias en astrocitos corticales de ratones de 
ambos sexos, tratados con LPS durante 24 h. ***, diferencias significativas (P<0,005) respecto de 

hembras control. $$$, diferencias significativas (P<0,005) respecto de machos control. N=8. 

 
Figura 17. Expresión de ARNm de HIF-1α y Conexina 43 en astrocitos corticales de ambos sexos tratados 

con LPS durante 24 h. *, diferencias significativas (P<0,05) respecto de hembras control. $, diferencias 
significativas (P<0,05) respecto de machos control. N=6. 
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Durante el proceso de astrogliosis in vivo se observan alteraciones en los 

filamentos intermedios del citoesqueleto y un cambio morfológico de las células, que 

incluye hipertrofia y adquisición de formas estrelladas (Ridet et al. 1997; Pekny and 

Nilsson 2005; Sofroniew 2009). Por ello en nuestro modelo experimental también se 

analizó la expresión de GFAP y vimentina, así como la morfología celular (Figura 18). La 

transcripción de GFAP se vio reducida de manera significativa tras el tratamiento con 

LPS en ambos sexos (Figura 18 A); sin embargo estos cambios de ARNm no se 

tradujeron en cambios en su expresión proteica (Figura 18 B). La expresión de ARNm 

de vimentina (Figura 18 C) disminuyó de manera significativa en las células derivadas 

de hembras, pero no en las procedentes de machos. A pesar de no detectarse cambios 

en la cantidad total de GFAP tras el tratamiento, se estudió su distribución celular 

mediante inmunocitoquímica  (Figura 18 D). En función de dicha distribución, se 

clasificó a los astrocitos en tres categorías morfológicas: poligonales, bipolares y 

estrelladas (Figura 6). La respuesta al LPS fue similar en ambos sexos y consistió en un 

aumento significativo del porcentaje de células bipolares, en detrimento de las 

poligonales.  

 

        
 Figura 18. Estudio del citoesqueleto en astrocitos corticales expuestos a LPS durante 24 h. *, diferencias 

significativas (P<0,05) respecto de hembras control. $, $$, diferencias significativas (P<0,05 y P<0,01) respecto 
de machos control. N≥4. 
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1.1.2. Modulación de la ruta de señalización de Notch por LPS en 

astrocitos corticales. 

Una vez caracterizados los efectos inflamatorios que el LPS tenía sobre los 

astrocitos corticales, se procedió a estudiar el comportamiento de la ruta de 

señalización de Notch en nuestro modelo. En la Figura 19 se muestra el curso temporal 

del  efecto del LPS sobre la expresión génica de los efectores de la ruta Hes-1 y Hes-5, 

del receptor Notch-1 y del ligando Jag-1, en astrocitos corticales derivados de ratones 

hembra y macho.  

El tratamiento con LPS durante 14, 24 y 48 h redujo los niveles de expresión de 

Hes-5 de manera significativa en ambos sexos, sin modular la respuesta de Hes-1. La 

transcripción de Notch-1 disminuyó significativamente tras el tratamiento con LPS 

durante 24 h. La expresión de ARNm de Jag-1 en hembras se vio incrementada tras los 

tratamientos con LPS durante 14, 24 y 48 h; en los astrocitos derivados de machos se 

observaron las mismas tendencias pero sólo el tratamiento de 24 h de duración indujo 

un cambio estadísticamente significativo. 
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Figura 19. Efecto temporal del LPS sobre la expresión de ARN mensajero de Hes-1 (A), Hes-5 (B), Notch-1 
(C) y Jag-1 (D), en astrocitos corticales derivados de hembras (columna izquierda) y de machos (columna 
derecha). *, **, ***, diferencias significativas (P<0,05; P<0,01 y P<0,005, respectivamente) respecto del 

grupo control para cada tiempo de tratamiento. N=5. 
 
 

Exceptuando estas diferencias en la expresión de ARNm de Jag-1, se vio que la 

respuesta de la ruta de Notch ante un estímulo inflamatorio era la misma en los 

astrocitos corticales derivados de ratones de ambos sexos. Dado que no se 
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encontraron diferencias sexuales en intensidad ni en tiempo de respuesta al LPS, en los 

siguientes experimentos con astrocitos corticales se decidió unificar los resultados 

obtenidos con células de ambos sexos. Además, del estudio de los efectos temporales 

del LPS se observó que el tratamiento durante 24 h era el que regulaba más 

claramente la ruta de Notch. Por ello se escogió este tiempo de tratamiento para 

profundizar sobre el comportamiento de la ruta de señalización. 

 
Figura 20. Resumen del efecto del LPS sobre la ruta de señalización de Notch en astrocitos corticales. **, 
***, diferencias significativas (P<0,01 y P<0,005, respectivamente) respecto del grupo control (C). N≥8. 

 

En resumen, en los astrocitos corticales el tratamiento con LPS durante 24 h 

redujo selectivamente la transcripción de Hes-5, pero no moduló la de su homólogo 

Hes-1, ni la del efector secundario que es regulado por él (Ngn-3). La transcripción del 

receptor Notch-1 también fue regulada a la baja, sin embargo la expresión de ARNm 

del ligando Jag-1 aumentó significativamente tras el tratamiento.  

1.1.3. Modulación de la ruta de señalización de Notch por LPS en 

astrocitos hipotalámicos. 

La estimulación con LPS durante 24 h de los astrocitos hipotalámicos también 

moduló en ellos la transcripción de los genes de la ruta de Notch (Figura 21). Sin 

embargo, al contrario de lo que observamos en astrocitos corticales, el LPS redujo la 

transcripción de Hes-1 en los astrocitos de hipotálamo, pero no modificó la de Hes-5. 

La expresión de ARNm de Notch-1 disminuyó y la de Jag-1 aumentó tras el tratamiento 

con LPS, igual que lo que sucedió en los astrocitos corticales. 
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Figura 21. Modulación de la expresión de los genes de Notch en astrocitos hipotalámicos estimulados 

con LPS durante 24 h. *, **, diferencias significativas (P<0,05 y P<0,01) respecto del grupo control. N=7. 
 

1.2. MODELO DE LESIÓN PENETRANTE IN VIVO 

Con objeto de corroborar los resultados obtenidos en el modelo anterior, se 

decidió estudiar el comportamiento de la ruta de señalización de Notch en condiciones 

de neuroinflamación in vivo. Se escogió el modelo de lesión cortical penetrante, ya que 

genera una fuerte reactividad glial localizada en torno a la lesión. Esto nos permitió 

analizar la expresión génica en el tejido cerebral altamente inflamado y compararlo 

con una porción similar de corteza cerebral de los animales control.   

 
Figura 22. Expresión de ARNm de los genes de la ruta de Notch en corteza cerebral de animales control 
o sometidos a lesión penetrante. **, diferencias significativas (P<0,01) respecto del grupo control. N=5. 

 
 

Como se muestra en la Figura 22, la lesión penetrante regula la ruta de 

señalización de Notch en el tejido cortical. La lesión reduce la expresión de Hes-5, pero 
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no modifica la expresión de Hes-1. Tampoco fue alterada la expresión de los factores 

de transcripción Ngn-3 y NeuroD, regulados por Hes-1. La transcripción de los dos 

ligandos estudiados, Jag-1 y Dlk-1, aumentó en el tejido lesionado comparado con el 

control. En este modelo no se modificó la expresión de ARNm del receptor Notch-1 de 

manera significativa, aunque mostró una ligera tendencia a aumentar respecto del 

grupo control. 

 La regulación de la ruta de Notch en este modelo de inflamación in vivo es muy 

similar a la que el LPS ejerce sobre los astrocitos corticales in vitro. La única diferencia 

entre ambos modelos radica en la respuesta del receptor Notch.  

 

2. MODULACIÓN DE LA RUTA DE NOTCH POR AGENTES ANTI-INFLAMATORIOS Y 

NEUROPROTECTORES 

 Parte de los efectos neuroprotectores de los estrógenos, de la progesterona y 

del IGF-1 se deben a su acción sobre los astrocitos, en los que regulan la respuesta 

inflamatoria. Dado que en nuestro modelo de astrogliosis la ruta de Notch estaba 

siendo regulada, se estudió la posibilidad de que los efectos antiinflamatorios de 

dichos compuestos implicasen la restauración de los niveles de expresión de los genes 

de la ruta de Notch.  

 Las concentraciones de las moléculas neuroptotectoras que fueron empleadas 

en los siguientes experimentos habían demostrado previamente su capacidad 

antiinflamatoria en astrocitos (Kipp et al. 2007; Cerciat et al. 2010; Bellini et al. 2011). 

2.1. 17β-ESTRADIOL 

Los tratamientos con 17β-estradiol (0,1 nM) durante 24 h no revirtieron los 

efectos del LPS sobre la transcripción de los genes de la ruta de Notch en los astrocitos 

corticales, ni tampoco regularon su expresión en ausencia del estímulo inflamatorio 

(Figura 23).  
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Figura 23. Efecto del 17β-estradiol sobre la ruta de Notch en astrocitos corticales, en ausencia o 
presencia de LPS. *, **, ***, diferencias significativas (P<0,05; P<0,01 y P<0,005 respectivamente) 

respecto del control. N=10. 

 

 

Figura 24. Efecto temporal del 17β-estradiol sobre la expresión de ARN mensajero de Hes-5 (A), 
Jag-1 (B) y Notch-1 (C) en astrocitos corticales. N≥8. 
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La ausencia de modulación de la ruta de Notch por parte del 17β-estradiol 

aplicado durante 24 h contradecía literatura previa en neuronas (Ruiz-Palmero et al. 

2011),por lo que se realizó un estudio del efecto del estradiol aplicado durante 

distintos tiempos de tratamiento en los astrocitos corticales in vitro (Figura 24). En 

ninguno de los tiempos de tratamiento estudiados se observó un efecto regulatorio de 

la hormona sobre la expresión de ARNm de los genes de la ruta de Notch. Por lo que el 

tiempo de exposición a la hormona quedó descartado como posible factor de 

influencia en nuestro modelo.  

Los astrocitos murinos in vitro presentan actividad aromatasa (Liu et al. 2007, 

2008; Peruffo et al. 2008), y por lo tanto en condiciones basales hay cierta producción 

de 17β-estradiol en los cultivos. Ante la posibilidad de que la dosis de 17β-estradiol 

empleada en los tratamientos fuese demasiado baja y estuviese enmascarada por el 

estradiol endógeno, se usó letrozol (LTZ) para boquear la actividad aromatasa. Como 

se muestra en la Figura 25, el tratamiento con LTZ no alteró la transcripción génica de 

Hes-5, de Jag-1 ni de Notch-1 en condiciones basales. Además, el inhibidor de 

aromatasa tampoco modificó la respuesta que dichos genes habían mostrado ante los 

tratamientos con LPS o con 17β-estradiol.  
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Figura 25. Efecto del letrozol (LTZ) sobre la expresión de ARNm de la ruta de Notch en presencia o 
ausencia de LPS o 17β-estradiol (E) en astrocitos corticales. *, ***, diferencias significativas (P<0.05 y 

P<0,005) respecto del grupo control (C). N≥6. 

 

Descartado el factor de la dosis de estradiol empleada, y debido a que el 

hipotálamo es una región especialmente susceptible a la acción de las hormonas, 

también analizamos el efecto del 17β-estradiol sobre la expresión de los genes de la 

ruta de Notch en los astrocitos hipotalámicos (Figura 26). Sin embargo, y tal como 

sucedía en los astrocitos corticales, la hormona no alteró la transcripción de los genes 

estudiados en condiciones basales. En condiciones inflamatorias el tratamiento con 

17β-estradiol revirtió el efecto que el LPS había inducido en la expresión de ARNm de 

Jag-1, pero no  revirtió los efectos del LPS sobre Hes-1 ni Notch-1. 
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Figura 26. Efecto del 17β-estradiol sobre la expresión de ARNm de Hes-1 (A), Jag-1 (B) y Notch-1 (C) en 

ausencia o presencia de LPS en astrocitos hipotalámicos. *, **, diferencias significativas (P<0,05 y 
P<0,001) con respecto al grupo control. N=7. 

 

2.2. MODULADORES SELECTIVOS DE LOS RECEPTORES DE ESTRÓGENOS (SERMs) 

Los SERMs pueden ejercer funciones estrogénicas y antiestrogénicas 

dependiendo del tejido o tipo celular sobre el que actúen. Debido a esta característica, 

que los diferencia del 17β-estradiol, estudiamos el efecto de cuatro SERMs 

(tamoxifeno, raloxifeno, ospemifeno y bazedoxifeno) sobre la expresión de los genes 

de la ruta de Notch en condiciones inflamatorias en los astrocitos corticales (Figura 

27).  

Ninguno de los SERMs estudiados revirtió el efecto que el LPS había inducido 

sobre la expresión de Hes-5 ni de Notch-1. Sin embargo, y al contrario que el 17β-

estradiol, todos ellos retornaron a niveles del control la expresión de ARNm del ligando 

Jag-1.  
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Figura 27. Expresión de ARNm de los genes de la ruta de Notch en astrocitos corticales estimulados con 

LPS y tamoxifeno (A), raloxifeno (B), ospemifeno (C) o bazedoxifeno (D). *, **, ***, diferencias 

significativas (P<0,05; P<0,01 y P<0,005) con respecto al grupo control. N=6. 

 

2.3. PROGESTERONA 

 El estudio de la posible regulación de la ruta de Notch por parte de la 

progesterona (P) se llevó a cabo usando dos concentraciones diferentes de la hormona 

(0,1 y 10 nM). Tal y como se muestra en la Figura 28,  los tratamientos con 

progesterona no modificaron la expresión de los genes analizados en condiciones 

basales ni en condiciones inflamatorias. El LPS mantuvo sus efectos sobre la expresión 

génica, independientemente de la presencia o ausencia de la hormona en el medio de 

cultivo. 
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Figura 28. Efecto de la progesterona (concentraciones 1x10-8 M (P8) y 1x10-10 M (P10)) sobre la expresión de 
ARNm de los genes de la ruta de Notch en astrocitos corticales, en ausencia o presencia de LPS. *, ***, 

diferencias significativas (P<0,05 y P<0,005) respecto del control. &&, &&&, diferencias significativas (P<0,01 
y P<0,005) respecto de P8. $ diferencias significativas (P<0,05) respecto de P10. N=5. 

 

2.4. FACTOR DE CRECIMIENTO INSULÍNICO TIPO 1 (IGF-1) 

En la Figura 29 se recogen los resultados correspondientes al tratamiento de los 

astrocitos corticales con IGF-1 en ausencia y en presencia de LPS. El análisis de la 

varianza reveló que ambos factores (IGF-1 y LPS) ejercían un efecto significativo sobre 

la expresión de Hes-5 y de Jag-1; mientras que la expresión de ARNm de Notch-1 sólo 

se vio modulada de manera significativa por LPS.  

En condiciones basales el IGF-1 indujo un incremento en la expresión de ARNm 

del efector Hes-5 y una disminución significativa en la expresión de ARNm del ligando 

Jag-1 (efectos opuestos a los ejercidos por LPS), mientras que la transcripción de 

Notch-1 permaneció inalterada.  

La interacción estadística entre LPS e IGF-1 sólo resultó ser significativa en el 

caso de Hes-5. No obstante, el tratamiento con IGF-1 en condicines inflamatorias 

devolvió a valores control los niveles de expresión de ARNm de todos los genes 

analizados. La adición de IGF-1 al medio en presencia de LPS alteró significativamente 

la expresión de Notch-1 y Jag-1 con respecto al grupo LPS, mientras que sólo podemos 

hablar de tendencia no significativa en el caso de Hes-5. 
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Figura 29. Efecto del IGF-1 sobre la ruta de Notch en astrocitos corticales, en ausencia o 

presencia de LPS. **, ***, diferencias significativas (P<0,01 y P<0,005) respecto del control. &&, &&&, 
diferencias significativas (P<0,01 y P<0,005) respecto de IGF-1. $, $$$, diferencias significativas (P<0,05 y 

P<0,005) respecto de LPS. N=10 
 

A continuación se exploró la posible interacción entre IGF-1 y estradiol, 

mediante su administración conjunta al medio de cultivo en ausencia y en presencia de 

LPS (Figura 30). El análisis de la varianza de tres vías mostró un efecto significativo del  

LPS y del IGF-1 sobre la expresión de ARNm de Hes-5, Notch-1 y Jag-1; así como una 

interacción significativa entre estos dos factores (sólo en el caso de Hes-5 y Notch-1).  

Sin embargo, el 17β-estradiol no tuvo un efecto significativo sobre la distribución de 

ninguna de las variables, ni mostró interacciones significativas con LPS ni con IGF-1. 
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Figura 30. Efecto del doble tratamiento con estradiol e IGF-1 sobre la ruta de Notch en astrocitos 
corticales, en ausencia o presencia de LPS.*,+, diferencias significativas (P<0,05) respecto de C y E, 

respectivamente. &&&, diferencias significativas (P<0,005) respecto de IGF-1. %%%, diferencia 
significativa (P<0,005) respecto de E+IGF-1. $, $$, diferencias significativas (P<0,05 y P<0,01) respecto de 

LPS. N=10. 
 

 

En los astrocitos hipotalámicos los tratamientos con IGF-1 en presenica y 

ausencia de LPS ejercieron efectos similares a los observados en los astrocitos 

corticales (Figura 31). En condiciones basales el IGF-1 incrementó significativamente la 

expresión de ARNm de Hes-5 y disminuyó la de Jag-1, tal y como sucedía en astrocitos 

corticales. Además, el IGF-1 también revirtió los efectos que el LPS había inducido en la 

expresión de ARNm de Hes-1, Notch-1 y Jag-1. 

La Figura 32 muestra los niveles de expresión de ARNm de los genes de la ruta 

de Notch en astrocitos hipotalamicos tratados con E, IGF-1 y LPS en sus distintas 

combinaciones. De nuevo observamos una respuesta muy similar a la de los astrocitos 

Resultados 



 76 

corticales, ya que el 17β-estradiol no moduló significativamente ninguno de los genes 

analizados, y que tampoco mostró una interacción significativa con IGF-1 ni con LPS. 

 

 
Figura 31. Efecto del IGF-1 sobre la ruta de Notch en astrocitos hipotalámicos, en ausencia o presencia 

de LPS. *, **, ***, diferencias significativas (P<0,05; P<0,01 y P<0,005) respecto del control. $, $$$, 
diferencias significativas (P<0,05 y P<0,005) respecto de LPS. &, diferencia significativa (P<0,05) respecto 

de IGF-1. N=6. 
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Figura 32. Efecto del doble tratamiento con estradiol e IGF-1 sobre la ruta de Notch en astrocitos 
hipotalámicos, en ausencia o presencia de LPS.*, **, diferencias significativas (P<0,05; P<0,01) respecto 

de C.+, ++, diferencias significativas (P<0,05; P<0,01) respecto de E. &&, diferencias significativas 
(P<0,01) respecto de IGF-1. %, diferencia significativa (P<0,05) respecto de E+IGF-1. $, $$, $$$, 

diferencias significativas (P<0,05; P<0,01 y P<0,005) respecto de LPS. N=6. 
 

 

3. REGULACIÓN DE LA RUTA DE NOTCH POR IGF-1 

IGF-1 fue la única molécula neuroprotectora, entre todas las estudiadas, con 

capacidad de modular la ruta de señalización de Notch y de revertir los efectos del LPS 

en astrocitos corticales in vitro. Por ello, quisimos profundizar en los mecanismos de 

acción que permitían la regulación de la ruta por parte de este factor de crecimiento 

en astrocitos corticales.  

En primer lugar se estudió si el IGF-1 activaba la ruta de Notch mediante su 

mecanismo canónico, que consiste en el corte del recetor Notch-1, liberación de su 

fragmento intracelular, y su translocación nuclear para activar la transcripción de los 

genes diana. El tratamiento durante 24 h con IGF-1 aumentó significativamente la 
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cantidad de fragmento intracelular del receptor Notch (NICD) detectable mediante 

Western Blot (Figura 33 A), junto con un aumento significativo en la transcripción de 

Hes-5 detectado mediante RT-qPCR (Figura 33 B). La inhibición del complejo 

enzimático γ-secretasa (responsable de la escisión del receptor Notch) con DAPT,  

bloqueó los efectos que el IGF-1 ejercía sobre ambos parámetros. Por lo que el IGF-1 

favorece la activación canónica de la ruta de Notch. 

El tratamiento con LPS disminuyó significativamente la transcripción de Hes-5, 

como ya se había mostrado previamente; sin embargo, este efecto no vino 

acompañado de una disminución detectable en la cantidad de NICD. El doble 

tratamiento (IGF-1 y LPS) disminuyó significativamente la transcripción de Hes-5 con 

respecto del tratamiento sencillo con IGF-1, llevándola a niveles control. La expresión 

proteica de NICD en el doble tratamiento también era menor que en el grupo IGF-1, 

aunque continuaban muy por encima del grupo control (Figura 33). Todo ello sugiere 

que el efecto que el LPS ejerce sobre la expresión de ARNm de Hes-5 no se debe a que 

el LPS interfiera con la ruta canónica de Notch. 

 

Figura 33. IGF-1 activa la ruta canónica de Notch en astrocitos corticales in vitro. Cuantificación proteica 
del fragmento intracelular del receptor Notch (NICD) (A) y de la expresión de ARNm de Hes-5 (B) tras el 

tratamiento con IGF-1 durante 24 h en presencia y ausencia de LPS o DAPT.  **, ***, diferencias 
significativas (P<0,01 y P<0,005) respecto del control. &, &&, &&& diferencias significativas (P<0,05; 

P<0,01 y P>0,005) respecto de IGF-1. $$$, diferencia significativa (P<0,005) respecto de LPS. %, 
diferencia significativa (P<0,05) respecto de DAPT. N≥4. 

 La concentración de IGF-1 empleada en estos experimentos es elevada (se 

encuentra en niveles farmacológicos), por lo que su efecto sobre la activación de la 
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ruta de Notch podría deberse tanto a la activación del receptor de IGF-1 (IGF1R) como 

a la activación del receptor de insulina. Por ello se estudió la implicación del IGF1R en 

los efectos de su ligando sobre la actividad de la ruta de Notch (Figura 34). El 

antagonista competitivo de IGF-1, NVP, bloqueó parcialmente el aumento en la 

transcripción de Hes-5 inducido por IGF-1 (Figura 34 A).  

 

Figura 34. Implicación del receptor de IGF-1 (IGF1R) en la mediación de los efectos del IGF-1 sobre la ruta 
de Notch. Inmunoprecipitación del IGF1R de astrocitos corticales tratados durante 5 min con IGF-1 y/o LPS 
(B). Expresión de ARNm de Hes-5 en astrocitos corticales tratados con IGF-1 y/o NVP durante 24 h (A). *, 

***, diferencias significativas (P<0,05; P<0,005) respecto de C. &, diferencia significativa (P<0,05) respecto 
de IGF-1. N=5. 

  

 Asimismo se estudió la activación del IGF1R, mediante su inmunoprecipitación 

y cuantificación del grado de fosforilación en sus residuos de tirosina (Figura 34 B). El 

tratamiento con IGF-1 indujo un aumento significativo del grado de fosforilación del 

receptor. En presencia de LPS este efecto del IGF-1 tendió a disminuir, aunque la 

diferencia encontrada no alcanzó los niveles de significación. Por lo tanto, observamos 

que el efecto del IGF-1 sobre la transcripción de Hes-5 se debe a su acción específica 

sobre el IGF1R, y que el LPS tampoco actúa a nivel de dicho receptor para disminuir la 

activación de la ruta de Notch. 

La fosforilación del IGF-1R conduce a la activación de las rutas de señalización 

de Akt/PI3K y de MAPK. Para determinar cuál de ellas mediaba el efecto de IGF-1 sobre 

la ruta de Notch se midió la transcripción de Hes-5 en astrocitos tratados con IGF-1 y/o 

wortmanina (inhibor de la PI3K) y de U0126 (inhibidor de la MEK) (Figura 35 A y B). El 
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tratamiento con el inhibidor de MEK, pero no con wortmanina, impidió que el IGF-1 

elevase la transcricpción de Hes-5; por lo que la ruta de señalización que vincula el 

IGF1R con Notch es la ruta de las MAPK.  

 

Figura 35. Rutas de señalización implicadas en la regulación de Notch por parte de IGF-1 en astrocitos 
corticales. Expresión de ARNm de Hes-5 tras los tratamientos con IGF-1 durante 24 h y/o wortmanina 

(Wo) (A) y U0126 (B). Cuantificación del grado de fosforilación de Akt (C) y ERK-1/2 (D) tras 15 minutos 
de tratamiento con IGF-1 en células pre-tratadas con LPS o U0126. *, **, ***, diferencias significativas 

(P>0,05; P<0,01 y P<0,005) respecto de C. &, &&&, diferencias significativas (P<0,05 y P<0,005) respecto 
de IGF-1. $, $$, diferencias significativas (P<0,05 y P<0,01) respecto de LPS. N=6. 

 

Dado que el tratamiento con LPS bloquea la transcripción de Hes-5 inducida por 

IGF-1 (Figura 29 A) y que el efecto de IGF-1 es dependiente de la ruta de las MAPK 

(Figura 35 B), estudiamos si el LPS modulaba las rutas de Akt/PI3K o MAPK. Para ello se 

estimuló a las células con IGF-1 durante 15 minutos, en ausencia o presencia de LPS 

(tratamiento previo de 2 h) y se cuantificó el grado de fosforilación de Akt y ERK-1/2 

mediante Western Blot (Figura 35 C y D). Ambas proteínas experimentaron un 

aumento de su fosforilación con el tratamiento de IGF-1, pero el LPS no fue capaz de 

reducirlo en ninguno de los dos casos.  
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Por lo tanto vimos que el IGF-1, mediante la ruta de las MAPK, inducía la 

escisión del receptor Notch-1 y aumentaba la transcripción de Hes-5. El tratamiento 

con LPS bloqueaba el aumento de transcripción de Hes-5 inducido por IGF-1, pero este 

efecto no se debía a su interferencia con la activación ni con la señalización del IGF1R, 

y tampoco con el corte del receptor Notch.  

 

4. POSIBLES FUNCIONES DE LA RUTA DE NOTCH DURANTE PROCESOS 

INFLAMATORIOS EN ASTROCITOS 

La ruta de Notch es regulada a la baja, o parcialmente inhibida, en condiciones 

inflamatorias; tanto in vivo como en astrocitos corticales e hipotalámicos in vitro. Los 

siguientes experimentos fueron realizados para estudiar en qué funciones celulares 

concretas relacionadas con la gliosis podía estar implicada la ruta de Notch. 

4.1. REGULACIÓN DE NF-ΚB Y PRODUCCIÓN DE CITOQUINAS 

El factor de transcripción NF-κB juega un papel central en la regulación de la 

producción de citoquinas proinflamatorias, por lo que interacciona con múltiples rutas 

de señalización. Para estudiar si NF-κB regula la ruta de Notch, los astrocitos fueron 

estimulados con LPS en ausencia y en presencia de un inhibidor de la translocación de 

NF-κB al núcleo (BAY11) (Figura 36).  

En nuestras condiciones experimentales el pre-tratamiento de las células con 

BAY11 bloqueó parcialmente la transcripción de las citoquinas proinflamatorias IL-6 e 

IP-10 y completamente la de HIF-1α, que habían sido inducidas por el LPS (Figura 34 A). 

La presencia del inhibidor en el medio de cultivo no impidió que el LPS modulase la 

transcripción de Hes-5 ni Notch-1; sin embargo, sí bloqueó parcialmente el efecto de 

LPS sobre la expresión de ARNm de Jag-1 (Figura 34 B). Por lo que parece que la 

regulación de Hes-5 y Notch-1 por LPS no depende de NF-κB en nuestro modelo, pero 

sí lo hace la regulación del ligando Jag-1. 
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Figura 36. Efecto de la inhibición de NF-κB sobre la expresión de ARNm de citoquinas proinflamatorias y 
HIF-1α (A), y sobre la expresión de los genes de la ruta de Notch (B) en astrocitos corticales. *, **, ***, 

diferencias significativas (P<0,05; P>0,01 y P<0,005) con respecto al grupo control. $, $$, diferencias 
significativas (P<0,05 y P<0,01) respecto de LPS. N=5. 

 

A continuación se abordó la posible relación entre NF-κB y Notch desde el 

punto de vista opuesto, planteándonos si Notch podría modular a NF-κB. Dado que el 

LPS inhibe la ruta de Notch, se forzó una activación constitutiva de la misma mediante 

la transfección de los astrocitos con un plásmido de sobreexpresión del fragmento 

intracelular de Notch (NICD) y se evaluó la capacidad de los astrocitos para responder 

al LPS (Figura 37). 

La sobreexpresión de NICD incrementó significativamente la transcripción de 

Hes-5, como cabía esperar; sin embargo, la expresión de ARNm de Jag-1 permaneció 

inalterada (Figura 37 A). La activación constitutiva de la ruta de Notch no modificó la 

expresión de las citoquinas proinflamatorias estudiadas (Figura 37 B). Además, en 

todos los genes analizados, se observó que los astrocitos mantuvieron su capacidad de 

responder al LPS independientemente del grado de activación de la ruta de Notch. 
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Figura 37. Expresión de ARNm de los genes de la ruta de Notch (A) y de citoquinas proinflamatorias (B), 
tras la transfección de los astrocitos con un plásmido control (myc) o con uno de sobre-expresión de 

NICD, su tratamiento con LPS durante 24 h. *, ***, diferencias significativas (P<0,05 y P<0,005) respecto 
de C myc. &, &&&, diferencias significativas (P<0,05 y P<0,005) respecto de C NICD. N=10 

 

A la luz de estos resultados observamos que la activación canónica de Notch no 

depende de la actividad transcripcional de NF-κB, y que tampoco regula la síntesis de 

citoquinas proinflamatorias.  

4.2. MORFOLOGÍA CELULAR Y CITOESQUELETO 

En nuestro modelo de astrogliosis in vitro se producen modificaciones en la 

morfología celular y en la expresión de ARNm de filamentos intermedios del 

citoesqueleto, tal y como muestra la Figura 18. Mediante la sobreexpresión del NICD, 

estudiamos la posible participación de la ruta de Notch en estas modificaciones que 

desencadena el tratamiento con LPS. La activación constitutiva de la ruta de Notch no 

modificó la expresión de ARNm de GFAP ni vimentina. El tratamiento con LPS redujo 

significativamente la expresión de ARNm de los dos filamentos intermedios, 

independientemente del grado de activación de la ruta de Notch (Figura 38 A). 
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Figura 38. Expresión de ARNm de filamentos intermedios (A) y morfología celular (B) de los astrocitos 
corticales transfectados con un plásmido control (myc) o de sobreexpresión de NICD, en presencia o 

ausencia de LPS. *, ***, diferencias significativas (p<0,05 y P<0,005) respecto de C myc. &, &&&, 
diferencias significativas (P<0,05 y P<0,005) respecto de C NICD. +, diferencia significativa (P<0,05) 
respecto de “Poligonal C myc”. @, diferencia significativa (P<0,05) respecto de “Bipolar C myc”. $$, 
diferencia significativa (P<0,01) respecto de “Poligonal C NICD”. #, diferencia significativa (P<0,05) 

respecto de “Bipolar C NICD”. N=10 para (A) y N=4 para (B). 

 

 En lo concerniente al estudio de la morfología, se observó que la 

sobreexpresión de NICD no indujo cambios evidentes en la forma de los astrocitos. El 

tratamiento con LPS generó un aumento del porcentaje de células bipolares, en 

detrimento de las poligonales; tal y como habíamos demostrado previamente. Pero 

este efecto del LPS resultó ser independiente del grado de activación de la ruta de 

Notch (Figura 38 B).   

4.3. PROLIFERACIÓN CELULAR 

Otro de los fenómenos asociados a la astrogliosis in vivo es la proliferación 

celular. En nuestro modelo in vitro empezamos a estudiar la proliferación celular 

cuantificando el porcentaje de astrocitos que incorporaban BrdU mediante 

inmunohistoquímica (Figura 39 A). Con esta aproximación experimental observamos 

que el LPS reducía significativamente la proliferación de los astrocitos; mientras que el 
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IGF-1 la incrementaba. La administración conjunta de LPS e IGF-1 mostró una 

tendencia a disminuir la proliferación respecto del IGF-1, llevándola a niveles control.  

Debido a que este comportamiento puede considerarse un reflejo de cómo 

estas moléculas modulan la transcripción de Hes-5, pasamos a estudiar la implicación 

de la ruta de Notch en la proliferación. Los astrocitos fueron tratados con IGF-1, ya que 

contribuye a la proliferación celular y que incrementa la transcripción de Hes-5, en 

presencia o ausencia de DAPT (inhibidor de γ-secretasa). Con el objetivo de estudiar 

con más precisión esta función, analizamos mediante citometría de flujo las fases del 

ciclo celular y la incorporación de BrdU (Figura 39). De nuevo se observó que el IGF-1 

aumentaba la proliferación de los astrocitos, ya que aumentaba la incorporación de 

BrdU y el porcentaje de células que se encontraban en fase de síntesis. Sin embargo, 

parece que este efecto del IGF-1 no estuvo mediado por la ruta canónica de Notch, 

debido a que el tratamiento con DAPT no modificó ninguno de los parámetros 

estudiados.  

 

Figura 39. Estudio de la proliferación en astrocitos mediante inmunohistoquímica (A) y citometría de 
flujo (B).*, **, ***, diferencias significativas (P<0,05; P<0,01 y P<0,005) respecto del grupo control. $$, 

diferencia significativa (P<0,01) respecto a DAPT. N=6. 
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I. DIFERENCIAS SEXUALES EN NEUROINFLAMACIÓN (IN VIVO) 

En la primera parte de este estudio evaluamos la respuesta glial ante una lesión 

penetrante cortical, en ratones de ambos sexos gonadalmente intactos. A pesar de que 

algunos signos de la reactividad glial persisten semanas después de la lesión cerebral, 

algunas respuestas como la proliferación celular, o la sobreexpresión de GFAP y 

vimentina alcanzan sus niveles máximos en la primera semana (Robel et al. 2011). 

Precisamente por ese motivo, ése fue el momento en el que decidimos estudiar la 

respuesta de los astrocitos y la microglía frente a la lesión. 

En primer lugar se cuantificó la densidad de células inmunorreactivas en el 

entorno de la lesión y en el hemisferio contralateral, usando anticuerpos contra GFAP 

como marcador de astrocitos totales, vimentina como marcador de astrocitos 

reactivos e Iba1 como marcador de microglía y macrófagos. En la zona de la lesión se 

apreció un aumento significativo en la densidad de estos tres tipos celulares en 

comparación con el hemisferio contralateral, tal y como ya se había descrito 

anteriormente (Hampton et al. 2004; Sofroniew 2009; Sofroniew & Vinters 2010); 

indicando una reactividad glial intensa ante la lesión. 

Con el objetivo de analizar más profundamente el comportamiento de las 

células gliales en la proximidad de la lesión, se incluyó la distancia al borde de la misma 

como factor de estudio. Se ha descrito que una disminución gradual de la astrogliosis 

puede considerase como un signo de transición desde el tejido lesionado al tejido sano 

que rodea las lesiones focales maduras (Sofroniew 2009; Wanner et al. 2013; 

Anderson et al. 2014). Por lo tanto, determinar la extensión de la astrogliosis a lo largo 

del hemisferio lesionado podría darnos una idea acerca de la intensidad del daño 

infligido por la lesión penetrante. Precisamente, en nuestro modelo observamos una 

reducción progresiva en la densidad de células inmunopositivas para GFAP y vimentina 

conforme aumentaba la distancia a la herida, a partir de las 440 µm. 

Sin embargo, no se apreciaron diferencias sexuales en el número y reactividad 

de los astrocitos a la lesión cortical.  García-Estada y colaboradores (Garcia-Estrada et 

al. 1993) estudiaron el efecto de la distancia a la herida y el de las hormonas gonadales 

sobre la astrogliosis inducida tras una lesión cerebral penetrante. En su trabajo se 

demostró que ratas gonadectomizadas de ambos sexos presentaban densidades 

similares de células inmunorreactivas para GFAP, en las distintas distancias a la lesión 
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estudiadas. Al reemplazar los niveles hormonales en esos animales (con estradiol en 

las hembras y con testosterona en los machos) se redujo la astrogliosis en torno a la 

lesión, pero siguieron sin detectar diferencias sexuales. 

 

En lo que respecta  a la microglía, encontramos  respuestas sexodimórficas ante 

la lesión penetrante cortical. Los machos mostraron una mayor densidad de células 

inmunopositivas para Iba1 en el borde de la lesión que las hembras, lo que podría 

apuntar a una mayor tasa de proliferación o de migración de estas células hacia la zona 

lesionada, o también a una mayor activación microglial en los machos que en las 

hembras ante el mismo estímulo. Otra posible explicación a la diferencia sexual en el 

número de células Iba1 inmunopositivas en el borde de la herida podría ser una 

diferente tasa de infiltración de células del sistema inmunológico al tejido, dado que 

Iba1 también se expresa en macrófagos. Este fenómeno depende parcialmente de las 

moléculas expresadas por los astrocitos que forman la cicatriz glial, como el ligando 2 

de quemoquinas con motivos C-C (CCL2). Se sabe que una expresión deficiente de 

CCL2 en los astrocitos conduce a un reclutamiento deficiente de células del sistema 

inmunológico, así como a una disminución en la reactividad astroglial y microglial, en 

un modelo de encefalomielitis autoinmune experimental crónica (EAE) (Kim et al. 

2014). 

Precisamente, las hembras en nuestro estudio presentaron una menor 

expresión de CCL2 en astrocitos y un menor reclutamiento de células Iba1 

inmunopositivas en el borde  de la lesión, en comparación con los machos. Resulta 

interesante el hecho de que tratamientos con estradiol en diferentes modelos 

experimentales reducen la expresión de CCL2, y generan una reducción significativa de 

la inmunorreactividad a Iba1 (Giraud et al. 2010; Dang et al. 2011). El presente trabajo 

se llevó a cabo en animales gonadalmente intactos y los niveles periféricos de 

hormonas gonadales afectan a la respuesta de la microglía ante el daño cerebral 

(Barreto et al. 2007, 2014), por lo que estas diferencias observadas entre machos y 

hembras podrían deberse a sus diferencias hormonales. En un artículo reciente, 

(Caruso et al. 2013) demostraron que las ratas hembra en fase de diestro muestran 

niveles más altos de 17β-estradiol y más bajos de progesterona que los machos, en la 

corteza cerebral. Además, los niveles cerebrales de esteroides sexuales en la zona 
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dañada no sólo dependen de sus niveles plasmáticos, sino que también dependen de 

su síntesis local (Compagnone and Mellon 2000). La síntesis local de estradiol y 

progesterona es regulada tras un daño cerebral en ambos sexos (Caruso et al. 2010; 

Garcia-Segura et al. 1999; Gatson et al. 2011). Como se ha mencionado en la 

introducción, el comportamiento de astrocitos y microglía en la zona de la lesión es 

regulado por múltiples moléculas de señalización que se liberan allí. Por lo tanto, 

diferencias locales en los niveles de esteroides sexuales presentes en el tejido 

lesionado podrían contribuir a la generación de diferencias sexuales en la respuesta de 

las células gliales ante la lesión. En este caso, niveles locales de estradiol más elevados 

en las hembras que en los machos podrían explicar la menor expresión de CCL2 en los 

astrocitos de hembras, y en consecuencia atraer a una menor cantidad de células 

Iba1+ al entorno de la lesión en comparación con los machos.  

 

Una observación importante es que las diferencias sexuales en densidad de 

células Iba1+ totales se debió al mayor número de células con morfología no reactiva 

en machos que en hembras. Además, la caracterización molecular de 

microglía/macrófagos indicó que los machos presentaban una mayor proporción de 

células inmunopositivas para arginasa-1 (común en las células M2) que las hembras. 

Resulta interesante que, a pesar de que los machos presentasen un número mayor de 

microglía/macrófagos que las hembras en el borde de la lesión, también mostraban un 

mayor número de neuronas en esa área. Dado que machos y hembras presentaban 

densidades neuronales similares en sus hemisferios contralaterales, podríamos asumir 

que las diferencias en densidad neuronal alrededor de la lesión se deben a un balance 

sexodimórfico entre la muerte y la supervivencia neuronal. Es bien conocido el hecho 

de que las células con fenotipo M2 producen factores neuroprotectores como el factor 

neurotrófico derivado de cerebro (BDNF), el factor de crecimiento nervioso (NGF) y el 

IGF-1 (Glezer et al. 2007; Lai & Todd 2008).  Por lo tanto, el hecho de que los machos 

presentasen una mayor supervivencia neuronal podría explicarse por su mayor tasa de 

células con expresión de Arg-1, y con morfología no reactiva, en comparación con las 

hembras. 

Con el objetivo de caracterizar más profundamente la respuesta molecular en 

el área en torno a la lesión, estudiamos la expresión de la proteína neuroprotectora 
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neuroglobina. De acuerdo con evidencias previas (Hundahl et al. 2010; Lee et al. 2011), 

la expresión de Ngb apenas era detectable en el neocórtex sano (contralateral), pero 

su marcaje era evidente en la proximidad a la herida. A pesar de que la expresión de 

Ngb mostró una extensión similar en ambos sexos, la tasa de colocalización de Ngb en 

células Iba1+ era dos veces más elevada en machos que en hembras. En general, la 

expresión de Ngb está limitada a neuronas (Reuss et al. 2002), pero también ha sido 

detectada en algunas poblaciones de astrocitos reactivos (DellaValle et al. 2010; De 

Marinis, Acaz-Fonseca et al. 2013), y recientemente también en microglía en un 

modelo de hemorragia subaracnoidea (Li et al. 2014). No existen evidencias científicas 

acerca de la posible función de la Ngb en la microglía, pero podría estar implicada en 

reducir el estrés oxidativo y en la prevención de la muerte celular, considerando sus 

propiedades antioxidantes (Brunori et al. 2005; Jin et al. 2008; De Marinis, Fiocchetti et 

al. 2013; Takahashi et al. 2013). Por lo tanto, el hecho de que la microglía de machos 

expresase neuroglobina más intensamente que la microglía de las hembras, podría 

estar relacionado con la mayor  supervivencia neuronal encontrada en machos. 

 

En resumen, encontramos diferencias sexuales tras una lesión cortical 

penetrante que se restringieron al tejido más próximo al borde de la herida, entre 0 y 

440 µm. En esa región los machos mostraron una mayor densidad de microglía, 

caracterizada por una mayor proporción de células con morfología no reactiva, una 

mayor expresión de Arg-1 ( característico de células con fenotipo M2) y un aumento en 

la expresión de Ngb; junto con una mayor supervivencia neuronal, comparados con las 

hembras. Estos datos sugieren que el entorno molecular generado en el área de la 

lesión resultó ser más neuroprotector en los machos que en las hembras, y que la 

microglía podría contribuir a la generación de diferencias sexuales en las 

consecuencias del daño cerebral. Las causas de ese diferente microambiente 

molecular en machos y hembras podría deberse a causas hormonales (recordemos que 

los niveles de progesterona son más elevados en la corteza de machos que de hembras 

en diestro), o a muchas de las otras causas derivadas de las diferencias genéticas entre 

los sexos. 

El estudio de la evolución de la herida a lo largo del tiempo podría aportar 

información relevante respecto de las diferencias sexuales que pudieran existir en las 

Discusión 



 93 

consecuencias funcionales o inflamatorias de la lesión. Sería interesante analizar la 

maduración y características moleculares de la cicatriz glial en cada sexo, ya que su 

papel en la contención del daño tisular y en la regeneración axonal pueden ser 

cruciales para la posterior funcionalidad del tejido. Asimismo, el seguimiento temporal 

de la expresión de los marcadores moleculares de los fenotipos M1 y M2 podría 

aportar información acerca de las diferencias sexuales en cuanto a la progresión de la 

herida y la intensidad del taño tisular causado. Por otra parte, la investigación de la 

expresión de Ngb en los distintos tipos celulares también podría ayudar a conocer sus 

funciones concretas.  

  

II. IMPLICACIÓN DE LA RUTA DE SEÑALIZACIÓN DE NOTCH EN LA 

NEUROINFLAMACIÓN 

Debido a que en nuestro laboratorio habíamos observado diferencias sexuales 

en la respuesta inflamatoria de los astrocitos corticales in vitro (Santos-Galindo et al. 

2011; Astiz et al. 2014), decidimos profundizar en las causas moleculares que las 

regulan. 

 

1. CARACTERIZACIÓN DEL MODELO 

En primer lugar se procedió a caracterizar a nivel molecular nuestro modelo, 

con el objetivo de evaluar si la respuesta de los astrocitos in vitro compartía los rasgos 

fundamentales de la astrogliosis in vivo. Las principales características de la astrogliosis 

reactiva son la sobreexpresión de GFAP, expresión de vimentina, la hipertrofia, el 

cambio de morfología celular, la liberación de citoquinas proinflamatorias y la 

expresión de moléculas de daño o estrés celular (Ridet et al. 1997; Sofroniew 2009). 

Para generar la respuesta inflamatoria, los astrocitos fueron tratados con 

lipopolisacárido (LPS), componente de la pared celular de las bacterias Gram negativas. 

El LPS es reconocido por el receptor TLR-4 (toll-like receptor 4), presente en astrocitos 

y perteneciente a  una familia encargada de reconocer los patrones moleculares 

expresados por un amplio espectro de agentes infecciosos. Tras la unión a su ligando, 

TLR-4 activa varias rutas de señalización a través de su proteína adaptadora MyD88. 
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Entre ellas, destaca la activación de NF-κB, que induce un aumento en la síntesis de 

citoquinas proinflamatorias (Bowman et al. 2003; Blanco et al. 2005). En nuestro 

modelo, la estimulación durante 24 h con una dosis no citotóxica del LPS (500 ng/mL) 

también indujo un incremento significativo de la expresión de ARNm de las tres 

citoquinas proinflamatorias estudiadas, de acuerdo con la literatura previa (van 

Neerven et al. 2010; Tarassishin et al. 2014).  

En cuanto a marcadores de daño celular, se evaluaron HIF-1α y Cx-43. HIF-1, es 

un factor de transcripción heterodimérico que consta de una subunidad estable (β) 

que se expresa de manera constitutiva, y de una subunidad α sensible a la 

concentración de oxígeno celular. En condiciones de normoxia la subunidad α es 

hidroxilada y marcada para su degradación, pero en condiciones de hipoxia se bloquea 

su hidroxilación, por lo que se acumula en la célula y activa la transcripción de sus 

genes diana. No obstante HIF-1α también puede ser activado en normoxia por 

citoquinas proinflamatorias (Hellwig-Bürgel et al. 1999), sugiriendo que juega un papel 

importante en la inflamación. En el SNC, HIF-1α responde a la neuroinflamación aguda 

in vivo (de Lemos et al. 2013), y sus niveles celulares aumentan en astrocitos in vitro 

expuestos al LPS (Gessi et al. 2013). Por lo que el incremento en la expresión de ARNm 

de HIF-1α en respuesta al LPS que ocurre en nuestro modelo concuerda con estos 

trabajos previos. Por su parte, la Cx-43 es una de las proteínas que forman las uniones 

comunicantes (gap junctions) de los astrocitos, que permiten el paso de iones y 

mensajeros secundarios entre células vecinas. Estas uniones son muy dinámicas, y en 

diversos modelos de lesión o patologías del SNC se ha observado una alteración en la 

expresión de Cx-43 (Theriault et al. 1997; Brand-Schieber et al. 2005; Chew et al. 

2010). En astrocitos de rata in vitro el tratamiento con LPS induce la degradación de 

Cx-43 (Liao et al. 2013); a pesar de que en nuestro modelo evaluamos su transcripción 

en vez de sus niveles proteicos, la tendencia a disminuir la cantidad de Cx-43 en los 

astrocitos como respuesta al LPS es la misma. 

En contra de lo que ocurre in vivo, no hubo un incremento en la expresión 

proteica de GFAP tras el tratamiento con LPS durante 24 h en nuestro modelo; y 

además sus niveles de expresión de ARNm disminuyeron significativamente respecto 

del control. La expresión de ARNm de vimentina disminuyó significativamente en 
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hembras tras el tratamiento con LPS, también al contrario de lo que sucede in vivo. 

Apenas hay antecedentes bibliográficos en los que se evalúe la cantidad de GFAP in 

vitro tras estimulación con LPS; pero parece que los efectos observados son 

dependientes de la concentración empleada del LPS. Por ejemplo, en un trabajo 

reciente (Zhao et al. 2013) demostraron un aumento en la expresión proteica de GFAP 

con LPS 1 µg/mL, pero (Tarassishin et al. 2014) no observaron cambios con una dosis 

de 100 ng/mL. Además, el hecho de que los astrocitos en nuestro modelo estuvieran 

en condiciones de confluencia total podría afectar a la expresión de estos filamentos 

intermedios. De hecho, en experimentos previos de nuestro laboratorio, la misma 

dosis de LPS indujo un incremento de la expresión de vimentina tras 5 h de 

tratamiento en astrocitos primarios sembrados en menor densidad (De Marinis, Acaz-

Fonseca et al. 2013). 

El tratamiento con LPS indujo un cambio morfológico en los astrocitos, 

coincidente con el proceso de “estelación” que se había observado en otros modelos 

in vitro. El cambio morfológico que experimentan los astrocitos in vivo no se puede 

comparar con este proceso de estelación in vitro, ya que las morfologías iniciales (o en 

situación de reposo) son muy diferentes en ambos sistemas. No obstante, los 

mecanismos que regulan la reorganización del citoesqueleto de actina en ambos 

procesos seguramente sean similares. La estelación es inducida por diversas drogas in 

vitro que modulan la ATPasa (Rho) o su quinasa efectora ROCK (Racchetti et al. 2012). 

Entre estas moléculas que inician la estelación in vitro encontramos algunas implicadas 

en fenómenos de inflamación o patogenicidad, como IL-1β (John et al. 2004) o 

pneumolisina (PSY, producida por Streptococcus pneumoniae) (Förtsch et al. 2011).  

Con toda esta información, podemos afirmar que nuestro modelo de 

estimulación de astrocitos in vitro con LPS indujo una respuesta inflamatoria parecida, 

pero no idéntica a la astrogliosis in vivo. Sin embargo, bajo estas condiciones 

experimentales no se apreciaron diferencias sexuales en ninguno de los parámetros 

analizados relacionados con la inflamación. Este resultado es opuesto a lo observado 

en trabajos previos de nuestro laboratorio (Santos-Galindo et al. 2011; Astiz et al. 

2014), donde los astrocitos derivados de machos presentaban una respuesta 

inflamatoria más intensa que los derivados de hembras. La discrepancia entre dichos 
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modelos y el presentado aquí puede radicar en el tiempo de tratamiento. Las 

diferentes sensibilidades (o los distintos tiempos de respuesta) que puedan presentar 

los sexos ante un estímulo hace que se aprecien diferencias sexuales a corto plazo, 

pero que las respuestas se igualen cuando el estímulo permanece durante un tiempo 

más prolongado en el medio de cultivo.  

 

2. ESTUDIO DE LA RUTA DE NOTCH EN LA NEUROINFLAMACIÓN 

En primer lugar estudiamos el curso temporal de expresión de ARNm de los dos 

efectores de la ruta que más se expresan en el SNC, Hes-1 y Hes-5, del receptor Notch-

1 y del ligando Jag-1 en astrocitos corticales derivados de ambos sexos. El tratamiento 

con LPS ejerció un efecto progresivo sobre la expresión de Hes-5 y Jag-1 a partir de las 

14 h, mientras que Notch-1 sólo cambió con el tratamiento de 24 h. La transcripción de 

Hes-1 no se vio alterada por el LPS en ninguno de los tiempos estudiados. No 

observamos ninguna diferencia sexual en el comportamiento de estos genes, como 

tampoco había sucedido en los parámetros relacionados con la inflamación. Debido a 

esto, no podemos evaluar si la ausencia de efecto del sexo sobre Notch se debe a la 

ausencia de efecto del sexo sobre la inflamación en nuestro modelo; o si simplemente 

esta ruta no es sensible al sexo en ninguna circunstancia. Por lo tanto, no podemos 

asegurar que Notch medie ninguna de las diferencias sexuales de la astrogliosis 

reactiva con nuestro modelo. 

Debido a que todos los genes respondían al tratamiento con LPS durante 24 h y 

a que esa respuesta no presentaba apenas variabilidad, se decidió escoger este tiempo 

de tratamiento para los siguientes experimentos; unificando también los resultados de 

células derivadas de ambos sexos. Tras el tratamiento durante 24 h con LPS en las 

células obtenidas de la corteza cerebral se observó una reducción en la actividad de la 

ruta de Notch, explicada por la disminución en la expresión de ARNm de Hes-5 y 

Notch-1. Este efecto inhibitorio del LPS ya se había observado en macrófagos, en los 

que la endotoxina reducía la transcripción de Hes-1 y Hes-5 mediada por NICD, al 

inducir la nitrosilación del NICD y reducir su capacidad de unión a CBF1 (Kim et al. 

2008). El incremento de la expresión del ligando Jag-1 también contribuye a la 
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inhibición en cis de la ruta de Notch (Kim et al. 2011); además, aunque la transcripción 

del ligando aumente, si disminuye la cantidad de receptor al que puede unirse no 

podrá ejercer una activación en trans sobre otros astrocitos. En algunas líneas 

celulares se ha demostrado que LPS y NF-κB son capaces de aumentar la transcripción 

y traducción de Jag-1 (Bash et al. 1999; Amsen et al. 2004), incrementando su 

capacidad de generar una activación en trans cuando son cocultivadas junto a células 

que expresan el receptor Notch. Dado que nuestros cultivos estaban enriquecidos en 

un solo tipo celular, esa activación en trans no pudo ser estudiada en nuestro modelo, 

pero puede que tenga alguna finalidad en los astrocitos in vivo.  

En los astrocitos hipotalámicos observamos el mismo comportamiento que en 

los corticales ante la estimulación con LPS, con la diferencia de que el efector 

modulado en esta región cerebral es Hes-1 en vez de Hes-5. Las distintas respuestas en 

cada región ante un mismo estímulo, pueden interpretarse como una nueva fuente de 

regulación de la ruta de Notch y refuerzan la teoría de la dependencia del contexto que 

muestra esta ruta. La preferencia del efector regulado en cada región cerebral podría 

explicarse por la distinta dotación de correguladores de CBF1 que presenten los 

astrocitos en su núcleo, así como por la distinta dotación de enzimas para la 

remodelación de la cromatina presentes en los astrocitos de cada región cerebral. 

Ambas posibilidades harían que el repertorio de genes susceptibles de ser modulados 

sea dependiente del tipo celular (Schweisguth 2004; Ables et al. 2011; Wang 2011; 

Wang et al. 2014). 

Esta idea de las respuestas dependientes del contexto celular o molecular se 

reafirma con el análisis de la ruta de Notch en la corteza cerebral de ratones macho  

siete días después de sufrir una lesión penetrante. A pesar de que estas muestras 

incluyen la expresión génica combinada de todos los tipos celulares de la corteza 

cerebral, la respuesta global de Notch al daño tisular es muy similar a la emitida por los 

astrocitos corticales estimulados con LPS. De nuevo observamos una inhibición de la 

ruta de Notch, con regulación exclusiva del efector Hes-5; mientras que la expresión de 

Hes-1 y sus dianas Ngn-3 y NeuroD no se modificó. La transcripción del receptor 

Notch-1 mostró una tendencia a aumentar en el entorno a la lesión, al contrario de lo 

observado en astrocitos. A pesar de que los niveles de expresión de ARNm y proteína 
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no tienen por qué modificarse en el mismo sentido, el hecho de que la transcripción de 

Hes-5 disminuya sin que se modifique la del receptor Notch-1 podría sugerir que la 

transcripción de este efector podría depender de otra isoforma de receptor Notch, o 

de mecanismos no canónicos. Sin embargo, la literatura al respecto de la regulación de 

Hes-5 coincide en que esta segunda opción no es la más factible; mientras que Hes-1 

puede transcribirse por mecanismos no dependientes de NICD o de CBF1, Hes-5 no (de 

la Pompa et al. 1997; Barrantes et al. 1999; Donoviel et al. 1999; Handler et al. 2000). 

La inhibición de la ruta Notch por la lesión se manifiesta también por el 

incremento en la expresión de Jag-1, tal y como sucedía en los astrocitos in vitro, así 

como por el aumento en la expresión de Dlk-1. Dlk-1 es un homólogo de Dll; su 

estructura proteica es muy similar, pero DLK-1 carece del dominio DSL que caracteriza 

a los ligandos canónicos de Notch (Baladrón et al. 2005), por lo que se considera como 

un ligando no canónico de Notch. Además se sabe que DLK-1 se une específicamente a 

Notch-1 compitiendo con los ligandos canónicos, e impidiendo su activación (Sánchez-

Solana et al. 2011). Dlk-1 juega un papel importante en la neurogénesis embrionaria y 

adulta (en la zona subventricular); aunque no se expresa en astrocitos ni neuronas de 

la corteza cerebral adulta en condiciones fisiológicas (Ferrón et al. 2011; Meister et al. 

2013), todavía no se conoce su función ante un daño tisular. En un modelo de 

esclerosis múltiple se ha demostrado que los astrocitos hipertróficos sobreexpresan 

Jag-1 en torno a las lesiones, induciendo la activación de Notch-1/Hes-5 en los 

precursores de oligodendrocitos adyacentes e impidiendo su diferenciación. La 

sobreexpresión de Jag-1 en ese modelo experimental parece responder 

específicamente a TGF- β, citoquina sintetizada en las fases de recuperación de la 

enfermedad (Issazadeh et al. 1998). Sin embargo, la expresión del ligando Dll-1 es 

menos abundante en estas células y parece insensible a los factores proinflamatorios 

(John et al. 2002; Elyaman et al. 2007). Estos hechos podrían indicar que Jag-1 juega un 

papel importante en la modulación de la astrogliosis, así como en la coordinación de la 

respuesta multicelular requerida ante estímulos lesivos. 
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3. REGULACIÓN DE LA RUTA DE NOTCH POR AGENTES ANTI-INFLAMATORIOS Y 

NEUROPROTECTORES  

Una vez comprobado en nuestro modelo que la ruta de Notch está inhibida en 

condiciones inflamatorias, nos planteamos la posibilidad de que distintos compuestos 

endocrinos ejercieran sus efectos anti-inflamatorios mediante el restablecimiento o 

modulación de la señalización de Notch.  

El 17β-estradiol ha sido la hormona más estudiada en cuanto a su interacción 

con Notch, debido a que ambas rutas de señalización comparten ciertos procesos 

celulares. De hecho, su interacción se ha evidenciado en funciones como la 

proliferación, la apoptosis y la migración en células de cáncer de mama (Rizzo et al. 

2008; Hao et al. 2010; Hu et al. 2011; Pupo et al. 2014), o en la angiogénesis (Soares et 

al. 2004; Caliceti et al. 2013). Los mecanismos moleculares que median dicha 

comunicación son múltiples y dependen mucho de los tipos celulares en los que se 

hayan estudiado. Sin embargo, en los astrocitos corticales in vitro no observamos 

ninguna modulación de la ruta de Notch por parte del 17β-estradiol, ni en condiciones 

inflamatorias ni en condiciones basales. Esta ausencia de regulación no se debió al 

tiempo de estimulación con estradiol, ni a un posible enmascaramiento de su efecto 

por la producción endógena de la hormona en los cultivos.  

Debido a que los astrocitos muestran algunos comportamientos dependientes 

de la región cerebral de la que proceden (Kipp et al. 2007; Araújo et al. 2008), en 

nuestro estudio también se evaluó el efecto del 17β-estradiol sobre la ruta de Notch 

en astrocitos hipotalámicos. El tratamiento con estradiol en estas células eliminó la 

sobreexpresión de Jag-1 inducida por el LPS, pero mantuvo la reducción en la 

transcripción de Hes-1. Este hecho indica que la represión transcripcional de Hes-1 no 

depende exclusivamente de la inhibición en cis de Jag-1, y que el LPS reprime la ruta de 

Notch al menos mediante dos mecanismos independientes. El mecanismo por el que el 

LPS controla la transcripción de Jag-1 probablemente sea no canónico, por lo que 

dependerá de su interacción con otras rutas de señalización.  

Las diferencias encontradas entre los astrocitos corticales e hipotalámicos en 

esta respuesta al estradiol, por lo tanto, podrían radicar en la distinta susceptibilidad 
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de las rutas de señalización responsables de la regulación de Jag-1 a ser moduladas por 

el estradiol. En caso de que el efecto de la hormona sobre la transcripción de Jag-1 se 

deba a un mecanismo de acción genómico, las diferencias regionales encontradas 

también podrían deberse a la distinta dotación de cofactores de los receptores de 

estrógenos presentes en los astrocitos de cada región cerebral. Precisamente, el 

tratamiento con SERMs de los astrocitos corticales revirtió la sobreexpresión de Jag-1 

que había inducido el LPS, manteniéndose la represión transcripcional del efector Hes-

5. Así, las diferencias en el reclutamiento de cofactores entre el estradiol y los SERMs 

podrían explicar los diferentes efectos observados sobre la transcripción de Jag-1.  

La siguiente hormona con capacidad antiinflamatoria que evaluamos fue la 

progesterona. En distintos tejidos se ha demostrado una regulación de la ruta de 

Notch por parte de la progesterona, como en el endometrio (Afshar et al. 2012) o en 

los ovarios (Guo et al. 2012; Accialini et al. 2014; Murta et al. 2014). Sin embargo, su 

aplicación en los astrocitos corticales no alteró la expresión de ARNm de los genes de 

la ruta de Notch en condiciones basales, ni revirtió los efectos causados por el LPS.   

Sin embargo, el IGF-1 sí fue capaz de modificar la actividad de la ruta de Notch, 

y de revertir los efectos del LPS. El efecto del IGF-1 aplicado en condiciones basales 

resultó idéntico en astrocitos corticales e hipotalámicos: incrementó la transcripción 

de Hes-5, disminuyó la de Jag-1, pero no modificó la expresión de ARNm de Notch-1 ni 

de Hes-1. De nuevo observamos que la ruta de Notch responde con especificidad de 

efector ante un estímulo, y que en esta ocasión es independiente de la región cerebral 

estudiada. Además, en condiciones inflamatorias, el IGF-1 revirtió el efecto del LPS 

sobre la transcripción de Jag-1, Notch-1, Hes-5 (en corteza) y Hes-1 (en hipotálamo); 

sugiriendo un mecanismo de acción distinto al del estradiol y SERMs, capaces de 

revertir solamente el efecto del LPS sobre Jag-1. Es más, el tratamiento combinado de 

IGF-1 y 17β-estradiol no ejerció ninguna modulación distinta a la del IGF-1 en solitario, 

ni en los astrocitos corticales ni en los hipotalámicos. Dado que la interacción entre la 

señalización de ambas hormonas sucede a nivel de PI3K (Mendez et al. 2003), 

podríamos descartar la participación de PI3K/Akt como mediadores de la acción del 

IGF-1 en este sistema.  
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No existen demasiados antecedentes bibliográficos sobre la modulación de la 

ruta de Notch por parte del IGF-1, por lo que decidimos profundizar en los mecanismos 

de acción implicados en este efecto y en su interacción con LPS. Así, demostramos que 

el IGF-1 favorece la escisión del receptor Notch-1 por parte del complejo enzimático γ-

secretasa, lo que conduce al aumento en la transcripción de Hes-5 en los astrocitos 

corticales. El LPS inhibe muy levemente el corte de Notch-1 inducido por la hormona, 

por lo que no parece que ése sea su principal mecanismo de acción para reducir la 

transcripción de Hes-5. Además comprobamos que la acción del IGF-1 sobre la 

transcripción de Hes-5 transcurre a través de  su receptor específico (IGF1R), activando 

la ruta de las MAPK, y de manera independiente de la ruta Akt/PI3K (tal y como 

sugerían los datos de los dobles tratamientos con estradiol). El LPS no afecta a la 

activación del IGF1R ni de las rutas de señalización dependientes de él, por lo que 

cabría pensar que interacciona con el IGF-1 modulando la ruta de Notch a un nivel 

transcripcional.   

Podríamos considerar que la activación de la ruta de Notch por parte del IGF-1 

sucede mediante su vía canónica porque la transcripción de Hes-5 es dependiente del 

corte del receptor y liberación del NICD, pero en realidad no sabemos si la señal 

comienza con la unión específica entre un ligando canónico y Notch-1. Conocer el 

vínculo entre la ruta de las MAPK y la actividad γ-secretasa podría ayudarnos a 

desenmascarar este proceso. Por ejemplo, el IGF-1 podría estar induciendo la síntesis 

de alguno de los ligandos canónicos de Notch y así favoreciendo la activación canónica 

de la ruta; a pesar de que la transcripción de Jag-1 disminuye tras el tratamiento con 

IGF-1 y de que la sobreexpresión de ligandos puede generar inhibición de la ruta en cis. 

No hay evidencias previas de que el IGF-1 induzca la síntesis de ligandos canónicos de 

Notch; no obstante, en algunos trabajos se empieza a vislumbrar una relación entre la 

expresión de Dlk-1 (ligando no canónico) y la señalización del IGF-1, aunque no se 

conocen los detalles de su interacción (Zhang et al. 2003; Charalambous et al. 2014). 

Otra posibilidad sería que el IGF-1 interfiriese con el tráfico del receptor Notch, 

favoreciendo su escisión por el complejo γ-secretasa sin necesidad de la unión ligando-

receptor (mecanismo descrito en (Hori et al. 2004; Yamamoto et al. 2010)). En C. 

elegans se ha demostrado que la endocitosis y el tráfico de LIN-12 (ortólogo de Notch-
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1 de mamíferos) están regulados por la ruta de las MAPK (Shaye and Greenwald 2005); 

en Drosophila la glicosilación de Notch depende de Foxo, factor de transcripción 

regulado por la insulina y por el IGF-1 (Yang et al. 2013).  

 

4. FUNCIONALIDAD DE LA RUTA DE NOTCH DURANTE LA ASTROGLIOSIS 

REACTIVA 

En nuestro modelo de inflamación in vitro la ruta de Notch está inhibida en los 

astrocitos corticales e hipotalámicos; fenómeno revertido por el IGF-1 y sólo 

parcialmente por los compuestos estrogénicos. Por ello, el siguiente paso consistió en 

estudiar las funciones concretas de la ruta en los astrocitos reactivos. 

En primer lugar se estudió la posible relación entre la ruta de Notch y NF-κB, el 

factor central en la regulación de la inflamación. Ambas rutas se regulan mutuamente, 

mediante mecanismos moleculares dependientes del contexto y del tipo celular 

estudiado (Osipo et al. 2008). En nuestras condiciones experimentales el inhibidor de 

la ruta canónica de NF-κB, BAY-11, redujo la transcripción de las citoquinas 

proinflamatorias y de HIF-1α inducidas por el LPS, tal y como se había descrito 

previamente (Nomura 2001; Frede et al. 2005, 2006; Rius et al. 2008; Tsapournioti et 

al. 2013). Además, la presencia de BAY-11 en el medio de cultivo redujo la 

sobreexpresión de Jag-1 inducida por el LPS, reforzando la idea de que este efecto 

observado en astrocitos es dependiente de NF-κB (Bash et al. 1999; Amsen et al. 

2004). Sin embargo, BAY-11 no alteró el efecto del LPS sobre la transcripción de Hes-5 

ni sobre la de Notch-1, por lo que la represión de estos dos genes depende de un 

mecanismo de acción distinto. Esto podría explicar por qué los SERMs y el estradiol (en 

células hipotalámicas), cuyos efectos anti-inflamatorios cursan a través de la inhibición 

de NF-κB (Cerciat et al. 2010), sólo eran capaces de revertir el efecto del LPS sobre Jag-

1, y no sobre Hes o Notch.  

En una línea celular de macrófagos, se demostró que la sobreexpresión de NICD 

inducía la transcripción de la citoquina proinflamatoria IL-6, mediante su interacción 

con NF-κB (Wongchana and Palaga 2012). Sin embargo, en nuestro modelo 

experimental la sobreexpresión de NICD no es suficiente para aumentar la síntesis de 

citoquinas proinflamatorias, ni tampoco altera la respuesta de IL-6 o IP-10 al LPS en los 
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astrocitos. Por lo que la represión transcripcional de Hes-5 causada por el LPS no está 

mediada por NF-κB, ni está relacionada con la regulación de la producción de 

citoquinas en astrocitos corticales. Es más, el LPS es capaz de disminuir la expresión de 

ARNm de Hes-5 incluso en las células transfectadas con NICD, indicando que actúa 

directamente regulando su transcripción, mediante un mecanismo de acción que 

todavía desconocemos. La transcripción de Jag-1 tampoco se vio modificada por la 

sobreexpresión de NICD/Hes-5, por lo que una vez más comprobamos que ambos 

fenómenos inducidos por el LPS son independientes uno del otro, y que el LPS inhibe la 

ruta de Notch mediante, al menos, dos mecanismos de acción distintos. 

A continuación se estudió la posible implicación de la ruta de Notch en los 

cambios que el LPS ejerce sobre el citoesqueleto de los astrocitos corticales. La 

sobreexpresión de NICD/Hes-5 no alteró la expresión de GFAP ni vimentina, ni 

tampoco modificó la morfología de los astrocitos. Dado que el LPS pudo mantener sus 

efectos sobre la transcripción de estos genes y sobre la morfología celular a pesar de la 

sobreexpresión de NICD, parece que Hes-5 no media dichos cambios celulares 

inducidos por el LPS.  

La última función relacionada con la astrogliosis en la que se estudió la 

participación de la ruta de Notch fue la proliferación celular. El tratamiento con IGF-1 

incrementó la incorporación de BrdU y el porcentaje de astrocitos que se encontraban 

en fase de síntesis, tal y como se había descrito para otros tipos celulares (Mairet-

Coello et al. 2009; Kouroupi et al. 2010). Dado que en nuestro modelo el LPS inhibe 

parcialmente tanto la proliferación de los astrocitos como la transcripción de Hes-5 

inducidos por el IGF-1, quisimos comprobar si Hes-5 era responsable del efecto 

proliferativo del IGF-1. Sin embargo, al tratar las células con IGF-1 en presencia del 

inhibidor de γ-secretasa, DAPT, no se previno el aumento en la proliferación celular. La 

ruta de Notch controla la proliferación de células madre embrionarias, como parte de 

la toma de decisiones cruciales durante su diferenciación (Das et al. 2010); y también 

controla la progresión del ciclo celular en células tumorales y el crecimiento de los 

tumores (Ronchini and Capobianco 2001; Capaccione and Pine 2013); no obstante en 

los astrocitos corticales in vitro NICD y/o Hes-5 no median estas funciones. Dado que el 

IGF-1 y el LPS también ejercieron efectos opuestos sobre la expresión de ARNm del 
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ligando Jag-1, cabría la posibilidad de que la ruta de Notch controlara la proliferación 

celular mediante mecanismos no canónicos, a través de Jag-1. 

 

La Figura 40 resume los resultados sobre la regulación de la ruta de Notch en 

nuestro modelo in vitro por parte del LPS, del IGF-1 y de los compuestos estrogénicos.   

 

 
Figura 40. Esquema resumen de la regulación de la ruta de Notch en astrocitos corticales, por parte del 

LPS, del IGF-1 y de los compuestos estrogénicos. Las líneas continuas representan los mecanismos 
directos de activación (punta de flecha) o inhibición (extremo plano) de distintas moléculas, mientras 

que las líneas discontinuas representan los mecanismos indirectos.  
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1. No se detectaron diferencias sexuales en el número o reactividad de los astrocitos, 

pero sí en su perfil molecular. Los astrocitos de hembras mostraron una menor 

expresión de CCL2 que en machos, lo que podría explicar la diferencia en el número 

total de células Iba1+ en la proximidad a la lesión, ya que dicha proteína contribuye al 

reclutamiento de células del sistema inmunológico y a la reactividad glial. 

 

2. Existen diferencias sexuales en la reactividad glial ante la lesión cortical penetrante, 

que se localizan en el borde de la herida. En esa región, los machos presentan mayor 

cantidad de células de microglía, con un carácter menos pro-inflamatorio que en las 

hembras; acompañado de una mayor supervivencia neuronal en los machos. Estos 

datos sugieren que la microglía podría contribuir a la generación de diferencias 

sexuales en las consecuencias del daño cerebral.  

 

3.  La ruta de señalización de Notch está regulada a la baja ante un estímulo lesivo en  

el sistema nervioso central, tanto  in vivo  como in vitro. En astrocitos  in vitro, el 

estímulo pro-inflamatorio LPS genera una represión de la transcripción del efector Hes 

(específico para cada región cerebral estudiada) y un aumento de la expresión de 

ARNm del ligando Jag-1. 

 

 4. La represión transcripcional de Hes-5 generada por el LPS en astrocitos corticales es 

independiente de NF-κB, no está relacionada con la producción de citoquinas, con los 

cambios en los filamentos intermedios del citoesqueleto, ni con los cambios en la 

morfología o proliferación celular inducidos por el LPS. La modulación de la expresión 

de Hes-5 por parte del LPS no sucede a nivel del receptor Notch-1, sino que el LPS 

parece controlar directamente la transcripción del efector. Sin embargo, la inducción 

de la transcripción de Jag-1 generada por el LPS sí sucede a través de NF-κB, y es 

independiente de los niveles de NICD y Hes-5 presentes en la célula. 

 

5. En astrocitos corticales, ni el 17β-estradiol ni la progesterona fueron capaces de 

revertir los efectos del LPS sobre la ruta de Notch. Sin embargo, todos los SERMs 
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estudiados revirtieron el efecto del LPS sobre Jag-1. En astrocitos hipotalámicos el 17β-

estradiol también revirtió la sobreexpresión de ARNm de Jag-1. En ningún caso estos 

compuestos fueron capaces de regular Hes, por lo que la reversión parcial del efecto 

del LPS posiblemente sucediera a través de la inhibición de NF-κB.  

 

6. Por el contrario, el IGF-1 fue capaz de revertir todos los efectos generados por el LPS 

sobre la ruta de Notch en astrocitos corticales e hipotalámicos. Además, en 

condiciones basales el IGF-1 regula la activación canónica de la ruta de Notch, 

mediante la activación de su receptor específico y a través de la ruta de las MAPK.  
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