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RESUMEN

Las células gliales tienen un papel muy importante en el funcionamiento del 

SNC tanto en condiciones fisiológicas como en condiciones patológicas. Frente a 

estímulos externos o como consecuencia del daño neuronal, estas células tienen la 

capacidad de responder con cambios morfológicos y funcionales constituyendo lo que 

se ha denominado activación glial o glía reactiva. Existe cierta controversia respecto al 

papel nocivo o beneficioso de la glía reactiva para las neuronas. En este trabajo se ha 

estudiado cómo la presencia y el estado (quiescencia/activación) de las células gliales 

pueden modificar la respuesta de las neuronas frente a un estímulo nocivo. Para ello se 

han utilizando dos tipos de cultivos primarios de células de cerebelo: cultivos 

enriquecidos en neuronas granulares y cultivos mixtos de neuronas granulares y células 

gliales. Los cultivos han sido tratados con concentraciones crecientes de glutamato con 

la finalidad de inducir muerte neuronal por excitotoxicidad y determinar si la presencia 

de células gliales induce diferencias en esta respuesta. En paralelo, se ha estudiado si el 

pretratamiento con LPS, agente ampliamente utilizado para inducir activación glial in

vitro, es capaz de modular la toxicidad del glutamato en estos cultivos. En las diferentes 

situaciones experimentales se han evaluado los cambios inducidos en las células gliales 

mediante la detección de cambios morfológicos y la producción de NO, que está 

incrementada en respuesta a numerosos estímulos que inducen activación glial. Los 

resultados obtenidos muestran que la presencia de las células gliales protege de la 

neurotoxicidad del glutamato dentro de un cierto rango de concentraciones, por encima 

del cual tiende a incrementarla. La activación glial inducida por el LPS anula el efecto 

neuroprotector de la glía en los cultivos mixtos de neurona-glía e incrementa el efecto 

neurotóxico del glutamato. Estos resultados ponen de manifiesto que el estado en que se 

encuentran las células gliales puede jugar un papel muy importante en la respuesta 

neuronal a un determinado estímulo. 
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RESUMEN

La activación glial asociada al daño neuronal puede ser determinante en la 

progresión y la magnitud del mismo. Se ha sugerido que la glía reactiva contribuye a la 

disfunción y a la consecuente muerte neuronal en enfermedades neurodegenerativas o 

como consecuencia de lesiones o agentes neurotóxicos. La naturaleza de la señal que 

desencadena la activación glial se desconoce, pero se ha propuesto que tanto el contacto 

directo entre las neuronas y las células gliales y/o los factores solubles secretados por 

las neuronas dañadas juegan un papel relevante. Dado que según el tipo de muerte 

neuronal inducida por un determinado estímulo estos parámetros pueden diferir, la 

respuesta de las células gliales también puede ser diferente. En este trabajo hemos 

estudiado la activación glial inducida por dos tipos de muerte neuronal in vitro. Para 

ello se han utilizado cultivos mixtos de neurona-glía de cerebelo de rata, los cuales han 

sido expuestos a: a) una concentración elevada de glutamato, que induce muerte 

neuronal por excitotoxicidad y b) la deprivación de K+ en el medio de cultivo, un 

modelo ampliamente utilizado para inducir muerte por apoptosis de las neuronas 

granulares de cerebelo. Hemos comparado el patrón de activación glial en estos dos 

modelos de muerte neuronal mediante la evaluación de los siguientes parámetros: 

activación de NF B, producción de NO y de TNF- , proliferación y fagocitosis. 

Aunque en los dos modelos se produce la muerte de la mayoría de las neuronas después 

de 24 h de los tratamientos, se observaron diferencias en distintos parámetros evaluados. 

Cuando las neuronas mueren por excitotoxicidad las células gliales responden con 

cambios morfológicos, producen moléculas relacionadas con una respuesta pro-

inflamatoria, proliferan y fagocitan. En contraste, la respuesta pro-inflamatoria y la 

proliferación no tienen lugar en presencia de muerte neuronal por apoptosis, mientras 

que la fagocitosis es rápidamente inducida. Estos resultados sugieren que el mecanismo 

por el cual mueren las neuronas determina el patrón de activación de las células gliales, 

lo cual puede influir en el daño final inducido. También muestran que diferentes 

aspectos de la activación glial pueden ser regulados de manera independiente. 
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Introducción

Como se ha comentado a lo largo de esta tesis, la activación glial que se da en el 

SNC como consecuencia del daño neuronal inducido por lesiones o enfermedades 

neurodegenerativas va asociado a la expresión modificada o de novo de un número 

importante de moléculas de diversa índole. Esta expresión viene regulada por 

numerosos factores de transcripción. Recientemente se ha sugerido que los factores de 

transcripción de la familia de las C/EBPs pueden tener un papel primordial en la 

activación glial que se da en procesos inflamatorios del SNC. Esta familia está 

constituida por seis miembros: C/EBP , - , - , - , -  y -  (Cao y cols., 1991), que 

proceden de la expresión de seis genes distintos. Los distintos C/EBPs pueden formar 

homo y heterodímeros que se unen con varias afinidades a elementos reguladores de 

distintos genes que participan en la diferenciación celular, en el control de respuestas 

inflamatorias e immunes, en el metabolismo y en la proliferación celular (revisado en 

Poli, 1998; Ramji y Foka, 2002). En el cerebro, C/EBP , C/EBP  y C/EBP  son los 

que más ampliamente se expresan, aunque se conoce poco sobre su función en el SNC. 

Sin embargo, dado que se han descrito lugares de unión de estos factores de 

transcripción en numerosos genes involucrados en la respuesta inflamatoria, como los 

que codifican las citocinas proinflamatorias IL-6, IL-1  y TNF-  y enzimas como la 

iNOS y la COX2, es posible que los C/EBPs jueguen un papel en la respuesta 

inflamatoria cerebral asociada al daño neuronal que se observa como consecuencia de 

lesiones o enfermedades neurodegenerativas. En este sentido, Walton y cols. (1998) 

detectan la expresión de C/EBP  en microglía activada en un modelo experimental de 

daño neuronal por hipoxia-isquemia en rata. En trabajos recientes se ha sugerido un 

posible papel de los C/EBPs en la enfermedad de Alzheimer. Por una parte, distintos 

genes relacionados con una reacción inflamatoria y que están regulados por C/EBPs se 

encuentran alterados en la enfermedad de Alzheimer (Akiyama y cols. 2000). Por otra 

parte, se ha mostrado la existencia de un incremento en la expresión de C/EBP  en el 

cerebro de pacientes que padecen esta enfermedad (Colangelo y cols., 2000). Además, 

se ha observado un incremento en la expresión de C/EBP  en astrocitos activados que 
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rodean los depósitos de -amiloide en las placas seniles del cerebro de afectados por la 

enfermedad de Alzheimer (Li y cols., 2004). 

Dado el papel protagonista que tienen las células gliales en la reacción 

inflamatoria cerebral, el objetivo de este trabajo consistió en estudiar la expresión de los 

factores de transcripción C/EBP  y C/EBP  después de inducir activación glial in vitro. 

Para este estudio utilizamos dos tipos de cultivos de cerebelo, uno mixto neurona-glía y 

otro mixto de células gliales. Por una parte, inducimos activación glial con LPS, agente 

ampliamente utilizado para inducir activación glial in vitro. Por otra parte, estudiamos la 

expresión de estos factores de transcripción en las células gliales después de inducir 

muerte neuronal mediante dos mecanismos distintos: por excitotoxicidad, utilizando 

elevadas concentraciones de glutamato, y por apoptosis, al cultivar las neuronas 

granulares de cerebelo en bajas concentraciones de K+, un modelo ampliamente 

utilizado in vitro para inducir muerte por apoptosis en este tipo de células (D’Mello y 

cols. 1993). 

Materiales y Métodos 

A menos que se indique lo contrario los reactivos utilizados proceden de Sigma 

(St. Louis, MO, USA) 

Cultivo celular 

Los cultivos de células de cerebelo fueron obtenidos a partir de ratas de 8 días 

(Wistar, Iffa Credo, Lyon, France) según el protocolo descrito por Pérez-Capote y cols. 

(2004). Las células fueron sembradas a una densidad de 3 x 105 céls/cm2 en placas de 

24 pozos previamente recubiertos con poli-L-lisina (5 g/ml), en 0.5 ml de medio basal 

EAGLE (BME; GIBCO-BRL, Life Technologies, Paisley, UK) suplementado con 20 

mM de KCl, 100 g/ml de gentamicina, 2 mM de L-glutamina y 10% de suero fetal 

bovino (FBS; GIBCO-BRL, Life Technologies, Paisley, UK). Las células se 

mantuvieron a 37ºC en una atmósfera de CO2 al 5% y una humedad del 100%. Se 

obtuvieron dos tipos de cultivos: un cultivo de neuronas y células gliales, constituido 

principalmente por neuronas granulares, astroglía y microglía, y un cultivo mixto de 

células gliales, constituido principalmente por astroglía y microglía. Los cultivos fueron 
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utilizados a los 8 DIV. Al cultivo neurona-glía no se le cambió nunca el medio, pero a 

los 4 DIV se le añadió 5.6 mM de glucosa para favorecer la supervivencia y compensar 

las pérdidas de agua. En los cultivos mixtos de células gliales el medio se sustituyó a las 

24 h por uno que no contenía KCl añadido y cada 3 días fue renovado. 

Tratamientos 

Tratamiento con glutamato 

Los cultivos fueron tratados con glutamato a los 8 DIV. El medio condicionado 

fue recogido y guardado a 37 C. Las células se lavaron dos veces, primero con solución 

de Locke completa (155 mM NaCl, 5.6 mM KCl, 2.3 mM CaCl2, 8.4 mM HEPES, 5.6 

mM Glucosa y 1 mM MgCl2, pH 7.4) y después con solución de Locke sin Mg2+.

Seguidamente, los cultivos fueron incubados en solución de Locke sin Mg2+

conteniendo 100 M de glutamato a TA durante 20 min, tras los que las células se 

lavaron dos veces con solución de Locke completa. Finalmente, se devolvió a los 

cultivos su medio condicionado y se incubaron nuevamente a 37 C en una atmósfera de 

CO2 al 5% y una humedad del 100% durante 24 h. En paralelo se procesaron las células 

controles, que se trataron con solución de Locke sin Mg2+ y sin adición de glutamato. 

Deprivación de potasio 

Los cultivos mixtos de neurona-glía fueron mantenidos durante 8 días en un 

medio conteniendo 25 mM de KCl y 10% de FBS, que asegura la supervivencia y 

diferenciación de las neuronas granulares de cerebelo en cultivo. A los 8 DIV las células 

se lavaron con solución de Locke completa y fueron expuestas a deprivación de K+ al 

mantenerlas durante 24 horas en BME sin suero (conteniendo 5 mM de KCl) 

suplementado con 100 g/ml de gentamicina y 2 mM de L-glutamina. En paralelo se 

procesaron las células controles, que se mantuvieron en el mismo medio suplementado 

con 20 mM de KCl (concentración final 25 mM KCl). 

Tratamiento con LPS 

Los cultivos neurona-glía y los cultivos mixtos de glía fueron tratados a los 8 

DIV con 1 g/ml de LPS (lipopolisacárido de E. coli 026:B6). El LPS fue añadido 
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directamente al medio en los cultivos neurona-glía, mientras que en el caso de los 

cultivos mixtos de células gliales se realizó un cambio de medio antes de añadir el LPS. 

Análisis inmunocitoquímico 

La presencia de los factores de transcripción C/EBP  y C/EBP  en los cultivos 

se detectó por imunocitoquímica utilizando anticuerpos policlonales de conejo (Santa 

Cruz, Heidelberg, Germany), a las 24 h del inicio de los distintos tratamientos. Las 

células fueron fijadas con 4% PFA durante 20 min a TA. Tras lavar con PBS, la 

actividad peroxidasa endogéna fue bloqueada mediante una incubación con 3% de H2O2

en metanol durante 10 min a TA. Después de varios lavados con PBS, se bloquearon las 

uniones inespecíficas con PBS-1% BSA conteniendo un 5% de suero de cabra durante 

20 min a TA. Seguidamente las células fueron incubadas con los anticuerpos primarios 

anti-C/EBP  o anti-C/EBP  (1/1000 en PBS-1% BSA conteniendo un 1% de suero de 

cabra) durante 24 h a 4 C. Después de 3 lavados con PBS, se incubaron las células con 

un anticuerpo secundario biotinilado anti-conejo obtenido en cabra (Vector 

Laboratories, Peterborough, UK; 1/200 en PBS-1% BSA conteniendo un 1% de suero 

de cabra) durante 1 h a TA. Tras lavar con PBS, se incubaron las células con  ABC 

(1/100) o extravidina (1/500) en PBS-1% BSA conteniendo un 1% de suero de cabra 1 h 

a TA. La reacción de color se obtuvo con DAB y se detuvo añadiendo PBS. Las placas 

se guardaron a 4 C en 0.4 mg/ml de PBS-Timerosal hasta su visualización al 

microscopio. 

Captura de imágenes y análisis 

Las imágenes fueron obtenidas con un microscopio Olympus IX70 (Okoya, 

Japan) y una cámara digital (CC-12, Soft Imaging System GmbH, Munich, Germany). 

Resultados

Expresión glial de C/EBPs tras el tratamiento con LPS. 

La expresión de C/EBP  y C/EBP  fue evaluada mediante inmunocitoquímica 

después de 24 h del tratamiento de los cultivos neurona-glía y los cultivos mixtos de 

células gliales. En los cultivos neurona-glía, detectamos una expresión basal de C/EBP
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principalmente en las células microgliales, generalmente nuclear y ocasionalmente

también citoplasmática (Fig. 1A). En el caso del C/EBP , observamos una expresión 

basal tanto en los núcleos de los astrocitos como en los de la microglía (Fig. 1B). El 

tratamiento con LPS provocó modificaciones en la expresión de C/EBP  y C/EBP .

Por una parte detectamos una disminución en el marcaje de C/EBP  en el núcleo de la 

microglía (Fig. 1C) y, por otra parte, observamos un incremento de la expresión de 

C/EBP  en los núcleos de las células gliales, principalmente en los astrocitos (Fig. 1D). 

En los cultivos mixtos de células gliales control observamos un patrón similar de 

expresión de C/EBP  y C/EBP  al de los cultivos neurona-glía. Sin embargo, aunque el 

tratamiento con LPS provocó un incremento en la expresión de C/EBP , no detectamos

alteraciones en la expresión de C/EBP  (Fig. 2). 

Figura 1. Efecto del tratamiento con LPS en la expresión de C/EBP  y C/EBP  en cultivos neurona-
glía. La microglía presenta una expresión basal de C/EBP , principalmente nuclear, (A) que
disminuye después del tratamiento con LPS (B). La expresión de C/EBP es tenue en las células
gliales controles (C) y el tratamiento con LPS provoca un incremento de su expresión nuclear
principalmente en los astrocitos (D). Las flechas indican los núcleos marcados, mientras que las
puntas de flecha indican el marcaje citoplasmático. Barra=20 m.
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Figura 2. Efecto del tratamiento con LPS en la expresión de C/EBP  y C/EBP  en cultivos mixtos
de células gliales. Se observa una expresión basal de C/EBP tanto en los núcleos de los astrocitos
como de la microglía (A), que no se modifica con el tratamiento con LPS (C). Existe una expresión
nuclear basal tenue de C/EBP  tanto en astrocitos como en microglía (B), que incrementa en
presencia de LPS (D). Barra=20 m.

Expresión glial de C/EBPs tras la inducción de muerte neuronal 

Tras inducir muerte neuronal con 100 M glutamato en los cultivos neurona-glía 

no se observaron alteraciones en la expresión de C/EBP  (Fig. 3A y B), pero sí 

detectamos un incremento en la expresión de C/EBP , principalmente en el núcleo de 

los astrocitos (Fig. 3C y D). Este incremento fue menos pronunciando que en el caso del 

LPS. Sin embargo, en cultivos mixtos de células gliales tratados con 100 M glutamato

no se observaron alteraciones en la expresión de C/EBP  ni C/EBP  (Fig. 4). Tampoco

observamos alteraciones en la expresión de estos factores de transcripción en las células 

gliales tras inducir muerte neuronal por deprivación de K+ (Fig. 5). 
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Figura 3. Expresión de C/EBP  y C/EBP en cultivos neurona-glía tras inducir muerte neuronal por
excitotoxicidad. La expresión basal de C/EBP  en los núcleos de las células gliales (A) no se
modifica por el tratamiento con 100 M glutamato (B). Por el contrario, la expresión basal de
C/EBP en los núcleos de las células gliales (C) sí incrementa tras el tratamiento, principalmente en
los astrocitos (D). Barra=20 m.

Discusión

En este trabajo hemos observado que la expresión de los factores de 

transcripción C/EBP  y C/EBP  se modifica al producir activación glial in vitro en 

respuesta a un determinado tipo de estímulo.

Como se ha comentado en la Introducción de este capítulo, aunque se sabe que 

los C/EBPs regulan la transcripción de varios genes involucrados en respuestas de fase 

aguda así como en respuestas inmunes e inflamatorias (Ramji y Foka, 2002), existe 

poca información respecto a su papel en la activación glial y la respuesta inflamatoria

presentes en el cerebro como consecuencia de lesiones o en determinadas enfermedades

neurodegenerativas. En cuanto a la expresión de C/EBP  en las células gliales, Walton
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y cols. (1998) observan que este factor no se expresa en condiciones basales, pero que 

se induce en la microglía en presencia de activación glial. Por otra parte, diferentes 

autores describen que C/EBP  no se expresa en cultivos de astrocitos de roedores 

(Cardinaux y Magistretti, 1996; Yano y cols., 1996). Respecto a la expresión de 

C/EBP  en las células gliales, se ha detectado una expresión basal en cultivos de 

astrocitos de ratón (Cardinaux y Magistretti, 1996; Cardinaux y cols., 2000) y de rata 

(Yano y cols., 1996) que incrementa después del tratamiento con diferentes citocinas 

inflamatorias, tales como IL-6, IL-1  y TNF-  (Cardinaux y cols., 2000). También se 

ha observado la inducción de C/EBP  en astrocitos humanos tratados con IL-1 /IFN-

(Pahan y cols., 2002). 

Figura 4. Efecto del tratamiento con glutamato en la expresión de C/EBP  y C/EBP  en cultivos
mixtos de células gliales. A y C, cultivos controles; B y D, cultivos tratados con 100 M de
glutamato. El tratamiento con glutamato no modifica la expresión basal de C/EBP  (A, B) ni de
C/EBP  (C, D) en los núcleos de las células gliales. Barra=20 m.

Nosotros observamos una clara expresión basal de C/EBP  en la microglía de 

nuestros cultivos, mientras que su expresión era prácticamente indetectable en los 
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astrocitos. Este patrón de expresión se observaba tanto en cultivos neurona-glía como en 

cultivos mixtos de glía. Al inducir activación glial con LPS detectamos una disminución

en la expresión de C/EBP  en las células de microglía, aunque sólo en los cultivos 

neurona-glía. Estos efectos contrastan con el incremento de C/EBP  observado por 

Walton y cols. (1998) en la microglía activada in vivo. Sin embargo, Tengku-

Muhammad y cols. (2000) también observan una disminución de la expresión de 

C/EBP  en respuesta al LPS en una línea de macrófagos de ratón. Por otra parte, 

observamos que el tratamiento con LPS provocó un incremento en la expresión de 

C/EBP  tanto en la microglía como en los astrocitos. Estos resultados estarían de 

acuerdo con la implicación de este factor en la activación glial asociada a procesos 

inflamatorios.

Figura 5. Expresión de C/EBP  y C/EBP en cultivos neurona-glía tras inducir muerte neuronal por
deprivación de K+. A y C, cultivos controles (25 mM KCl); B y D, cultivos expuestos a deprivación
de K+ (5 mM KCl). La deprivación de K+ no modifica la expresión de C/EBP  (A, B) ni de C/EBP
(C, D) en las células gliales. Barra=20 m.
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La inducción de muerte neuronal por excitotoxicidad no resultó en alteraciones 

en la expresión glial de C/EBP  en nuestros cultivos neurona-glía, aunque sí 

observamos un incremento en la expresión glial de C/EBP  a las 24 del tratamiento con 

glutamato. En un estudio previo, Yano y cols. (1996) describen un incremento rápido y 

transitorio en la expresión de C/EBP  en cultivos de astrocitos tratados con elevadas 

concentraciones de glutamato, sugiriendo que el glutamato puede modular la expresión 

de este factor de transcripción en los astrocitos. Sin embargo, el efecto que hemos 

observado en los cultivos neurona-glía no se debe a una acción directa del glutamato 

sobre las células gliales, pues en cultivos mixtos de glía tratados de la misma manera no 

observamos ninguna alteración en la expresión de estos factores de transcripción a las 

24 h del tratamiento. Estos resultados sugieren que el incremento observado es 

consecuencia de la muerte neuronal inducida por el glutamato, aunque no podemos 

descartar un posible efecto adicional del glutamato sobre la expresión de C/EBP  en 

astroglía a tiempos cortos. Por el contrario, la inducción de muerte neuronal por 

apoptosis no dio lugar a  alteraciones en la expresión de C/EBPs. En un trabajo anterior 

(capítulo anterior de Resultados), hemos descrito que la muerte neuronal por 

excitotoxicidad induce un patrón de activación glial in vitro distinto al inducido por la 

muerte neuronal por apoptosis. En el primer caso, la activación glial está asociada a la 

producción de factores proinflamatorios como el TNF-  y el NF- B, mientras que en el 

segundo caso no (Pérez-Capote y cols., 2005). Por lo tanto, teniendo en cuenta el papel 

que se ha sugerido para C/EBP  en la reacción inflamatoria cerebral, los resultados 

obtenidos en el presente trabajo concuerdan con los del trabajo anterior. 

Globalmente, los resultados obtenidos en el presente estudio estarían de acuerdo 

con un papel del factor de transcripción C/EBP , pero no de C/EBP , en la activación 

glial asociada a una reacción de tipo proinflamatorio. 
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