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5- DISCUSION GENERAL

El funcionamiento normal del cerebro depende de las estrechas interacciones
gue se establecen entre las neuronas y las células gliales tanto durante el desarrollo
como en € adulto. Ademas, lainteraccion entre estas dos poblaciones celulares también
es esencia en larespuesta del SNC en condiciones patol6gicas (Polazzi y Contestabile,
2002; Chen y Swanson, 2003). Tanto la astroglia como la microglia son capaces de
responder a dafio neuronal con cambios morfoldgicos y funcionales constituyendo 1o
gue se denomina activacion glial o glia reactiva. Se ha sugerido que la activacion glia
contribuye a la disfuncion neuronal y a la consecuente muerte neuronal en
enfermedades neurodegenerativas (Edleston y Mucke, 1993; Kreutzberg, 1996;
Gonzalez-Scarano y Baltuch, 1999; Liu y Hong, 2003). Se desconoce la naturaleza de
las sefides que inducen la activacion glia en respuesta a dafio neuronal y es
cuestionado el papel nocivo o beneficioso de la glia reactiva para las neuronas. Se sabe
que la glia reactiva es capaz de producir factores de crecimiento, citocinas, NO y
neuropéptidos que pueden tener efectos tanto sobre las neuronas como sobre |as propias
células glidles y que pueden estar relacionados con procesos de neuroproteccion o de
neurodegeneracion (Raivich y cols., 1999; Streit y cols., 1999). Se ha propuesto que en
presencia de dafio neuronal tanto el contacto directo entre las neuronas y las células
gliales como los factores solubles que secretan las neuronas dafiadas juegan un papel
relevante en la respuesta frente a un estimulo (Neumann, 2001). La activacion de las
células gliales después de una lesion neurona principalmente reflegja un mecanismo
fisiolégico cuyo objetivo primordial es la neuroproteccién. Sin embargo, la pérdida de
la comunicacion especifica entre las neuronas dafladas y las células gliaes puede
promover una activacion excesiva gque conlleve a un estado de inflamacion persistente,
y como consecuencia, inducir y/o exacerbar la neurodegeneracion (Streit, 1996; Bruce-
Keller, 1999; Streit y cols., 1999; Streit, 2002; Hanisch, 2002).

Dada la complgjidad que supone estudiar los mecanismos moleculares
implicados en la activacion glid in vivo, se han desarrollado distintos modelos
experimentales de activacion glia in vitro, que han proporcionado informaciones muy

valiosas acerca de la respuesta de las células gliales frente a una variedad de estimulos.
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Se pueden utilizar diferentes tipos de cultivos para estudiar la funcion de las células
gliales: cultivos enriquecidos en determinado tipo de célulaglial, cultivos mixtos de glia
0 de neurona-glia o cocultivos de neurona-glia. Es importante tener en cuenta que
aunque la utilizacion de cultivos nos permite estudiar de manera simplificada el tipo de
alteraciones que se producen en respuesta a un estimulo nocivo, e comportamiento de
los diferentes tipos celulares del sistema nervioso no es el mismo cuando se encuentran
aislados que cuando estén en interaccion entre si. Dentro de este contexto durante el
desarrollo de esta tesis abordamos el estudio de |as interacciones neurona-glia mediante
aproximaciones in vitro utilizando cultivos primarios de células de cerebelo. La ventgja
de utilizar este tipo de cultivos es que de manera muy sencilla a partir de una poblacion
de células obtenida mediante un protocolo Gnico pueden obtenerse cultivos enriquecidos
en neuronas, cultivos neurona-gliay cultivos mixtos de glia (principalmente astrocitos y
microglia). A nosotros nos interesaban sobretodo los cultivos neurona-glia, puesto que
se conoce que el comportamiento tanto de las neuronas como de las células gliaes es
distinto cuando estas se encuentran solas que cuando estdn mezcladas. Sin embargo, €
poder disponer paralelamente de cultivos enriquecidos en neuronas y cultivos de glia
nos ha permitido poner de manifiesto cuédles de los efectos que hemos detectado son
debidos alainteraccion neurona-gliay cuéles no.

Por una parte, los resultados obtenidos muestran cémo la presencia de células
gliales puede modificar la respuesta neurona a un determinado estimulo, en nuestro
caso el aminoacido excitatorio glutamato. Hemos visto que la presencia de glia resulta
neuroprotectora frente a la toxicidad del glutamato a las concentraciones mas bajas de
glutamato utilizadas, mientras que a concentraciones elevadas de glutamato la presencia
de glia resulta neurotéxica. El efecto neuroprotector de la glia frente a la toxicidad del
glutamato ha sido descrito previamente en la bibliografia. Lo que nos sorprendio es que
este efecto neuroprotector fuera sustituido por un efecto neurotdxico a elevadas
concentraciones de glutamato. En un principio atribuimos este hecho a que
probablemente la glia habia pasado de un estado de reposo o quiescencia a un estado
activado. De hecho, pudimos comprobar |a existencia de cambios morfolégicos en la
glia en presencia de elevadas concentraciones de glutamato, lo que estaria a favor de la
presencia de glia reactiva. También hemos comprobado que estos cambios sufridos por

las células gliales no son debidos a un efecto directo del glutamato sobre ellas, sino que
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son consecuencia de la muerte neuronal por é inducida. La activacion glial en estas
condiciones podria deberse tanto a la pérdida de comunicacién entre las neuronas y las
células gliales como alaliberacion de factores por |as neuronas dafiadas.

Para corroborar € hecho de que la presencia de activacion glial pudiera
exacerbar |os efectos neurotoxicos del glutamato pretratamos nuestros cultivos con LPS,
agente ampliamente utilizado parainducir activacion glial, a una concentracién que por
si sola no inducia muerte neuronal pero si era capaz de inducir cambios reactivos en las
células gliales. Con ello pudimos comprobar que realmente la presencia de la glia en
estado activado producia un incremento en la neurotoxicidad del glutamato. Estos
resultados tienen importancia en cuanto a que muestran que la glia reactiva ademas de
incrementar €l efecto toxico del glutamato puede hacer que una concentracion no
neurotdxica de glutamato se transforme en neurotdxica. Por lo tanto, estos datos estan a
favor de la hipétesis de que la preexistencia de cierta reactividad glial en el cerebro
puede hacer que las neuronas vean aterado su funcionamiento en respuesta a un
estimulo que en condiciones normales resultara inofensivo. Esto se ha postulado que
podriatener un papel importante en el desarrollo y progresién de distintas enfermedades
neurodegenerativas (Sapp y cols., 2001; Teismann y cols., 2002; Orr y cols., 2002;
Nageley cols., 2004; Blasko y cols., 2004; Shiny cols., 2005).

Como se ha mencionado anteriormente, la interaccion existente entre las
neuronasy las células gliales, ya seafisica como atraveés de factores solubles, determina
el buen funcionamiento del cerebro. En presencia de dafio neuronal, se ha sugerido que
alteraciones en los contactos neurona-glia y los factores liberados por las neuronas
dahadas pueden tener un papel importante en la activacion glia. En base a esto,
caracterizamos distintos aspectos del patron de activacion glia que resultaba en
nuestros cultivos neurona-glia a inducir muerte neuronal con glutamato. También
estudiamos si este patron de activacion glia podia estar modificado al inducir un tipo de
muerte neuronal distinta a la producida por €l glutamato, que induce muerte neuronal
por excitotoxicidad. Para ello, consideramos un modelo experimental ampliamente
utilizado para inducir muerte apoptética en las neuronas granulares de cerebelo en
cultivo, basado en cultivar estas células en ausencia de las concentraciones
despolarizantes de potasio que necesitan para sobrevivir. Partiamos de la idea de que €l

tipo de muerte neuronal determina los cambios que se producen en la interaccién fisica

137



Discusion General

neurona-glia y los factores liberados por las neuronas dafiadas y por lo tanto pueden
determinar € patron de activacion glia resultante. Los resultados obtenidos
corroboraban totalmente esta hipotesis. Asi, pudimos comprobar que en respuesta a la
muerte neuronal por excitotoxicidad las células gliales respondian mostrando un patrén
de activacion relacionado con una respuesta inflamatoria, acompariada de proliferacion
y fagocitosis. Por el contrario, la respuesta inflamatoria y la proliferacion estaban
ausentes en la glia en respuesta a la muerte neuronal por apoptosis, mientras que las
células gliales claramente incrementaban su actividad fagocitica y de manera mas
inmediata que en el otro modelo de muerte neuronal. Las diferencias existentes en los
dos patrones de activacion glial en respuesta a la muerte neuronal pueden venir
explicadas por las diferencias en el proceso de muerte neuronal en los dos modelos
experimentales utilizados. En el caso de muerte neuronal por excitotoxicidad tras el
tratamiento con elevadas concentraciones de glutamato, |as neuronas experimentan una
muerte rgpida, que probablemente va acompafiada de un vertido a espacio extracelular
de materia celular altamente reactivo y nocivo para las neuronas vecinas, que es capaz
de inducir una respuesta rapida en las células gliales. Esta respuesta tiene un aspecto
positivo en cuanto a que las células glides eliminan este material del medio para
mantener la homeostasis celular, pero a mismo tiempo provoca una respuesta
inflamatoria que puede a su vez amplificar la activacion glia y resultar perjudicial para
las neuronas vecinas. En el caso de la muerte neuronal por apoptosis, las neuronas
experimentan en fases muy iniciales del programa de muerte una serie de cambios en la
membrana celular, como la externalizacion de la fosfatidilserina, que actian como sefial
para que las células gliales se activen e inicien la fagocitosis de las neuronas destinadas
amorir a mismo tiempo que inhiben la reaccién inflamatoria. Esta respuesta presenta
las ventajas, respecto a la anterior, de que dado gue la fagocitosis se induce de manera
muy rdpida las neuronas dafiadas no acaban vertiendo al espacio extracelular su
contenido, ademas de que la ausencia de respuesta inflamatoria elimina aspectos
negativos de la activacién glial, en cuanto a la produccion de factores neurotoxicosy la
amplificacion de laactivacion glial.

Los resultados obtenidos también muestran que no existe un patrén unico de
activacion glial, sino que los diferentes aspectos asociados a este fenébmeno no tienen

por qué coexistir, de manera que puede ser posible actuar potenciando los efectos
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beneficiosos e inhibiendo |os aspectos nocivos de la activacion glia. Esto tiene especial
relevancia dado que, en determinados procesos neurodegenerativos en los que se ha
descrito la presencia de activacion glial, se ha postulado que mientras ciertos aspectos
de la activacion glial son negativos, otros pueden tener un efecto beneficioso. Por
egjemplo, en &l caso de la enfermedad de Alzheimer se ha sugerido el efecto beneficioso
que puede tener la actividad fagocitica de la microglia activada, por 1o que respectaala
eliminacion de los depodsitos de B-amiloide, y e efecto nocivo de los productos
potencial mente neurotoxicos producidos por la glia activada que potencian la extension
de una respuesta inflamatoria (Akiyama y cols., 2000; Rogers y Lue, 2001; Rogers y
cols., 2002). Por lo tanto, seria muy interesante profundizar en el conocimiento de los
mecanismos celulares implicados en cada uno de los aspectos que pueden constituir el
proceso de activacion glial, a fin de poder actuar sobre ellos desde un punto de vista
terapéutico.

El trabgjo realizado ha servido, entre otros aspectos, para llegar a
convencimiento de que un proceso bastante conocido y ampliamente estudiado como la
activacion glial puede ser mucho més sutil de lo que puede aparentar. Estudios in vivo
muestran que la activacion glial en respuesta al dafio neuronal cursa con una serie de
cambios morfologicos y funcionales que suelen ir acompafiados de migracion,
proliferacion y fagocitosis. Generalmente, cuando se estudia la activacion glial in vitro
utilizando agentes con una accién directa sobre las células gliales, como por gjemplo €l
LPS o diferentes citocinas, se observan cambios muy aparentes en la morfologia celular
y en la expresion de una serie de factores relacionados con una reaccion inflamatoria.
Sin embargo, los resultados que hemos obtenido muestran que no siempre se producen
todos estos cambios a la vez, incluso en situaciones en las que € resultado final es €l
mismo: la muerte neuronal. Por o tanto, la activacién glial es un proceso que no solo se
produce frente a estimulos muy diferentes, sino que también tiene la capacidad de

responder de formadiferencial a estos estimulos.
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