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FGF                      factores de crecimiento de fibroblasto (de fibroblast growth factor) 

GD                         giro dentado 
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GDNF                   factor neurotrofico derivado de la línea celular glial  (de glial cell-   

                              derived) 

GFAP                    proteína acídica fibrilar glial  

GLAST                 glutamato/aspartato transportador 

GLT1                    transportador de glutamato 1 

GPX                      glutatión peroxidasa 

GSH                      glutatión 

GST                       glutatión s- transferasa 

GSK-3                   glucógeno sintasa quinasa-3 

GSSG                    glutatión oxidado 

HNE                      4- hidroxi-2-nonenal 

hTGFβ1                factor crecimiento transformante β1 humano ( de human Transforming     

                               growth factor beta 1)  

IGF                        factor de crecimiento de la insulina (de insulin growth factor) 

IL                           interleukina   

iNOS                     óxido nítrico sintasa inducible 

JAK                       janus quinasa 

LTD                      depresión a largo plazo (de long-term depression) 

LTP                       potenciación a largo plazo (de long-term potentiation) 

MAP                      proteína asociada a microtúbulos 

MARK                  quinasa reguladora de afinidad entre MAPs/ microtúbulos 

MDA                     malondialdehído 

MHC                     complejo mayor de histocompatibilidad 

NADH                  dinucleótico adenina nicotina reducido 

NADPH                nicotiamida-adenina dinucleotido fosfato reducido 

NGF                      factor de crecimiento nervioso (de nerve growth factor) 

NKCC                   cotransportador Na+-K+-2Cl¯ 
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NMDA                  receptor N-metil-D-aspartato 

NOS                      óxido nítrico sintasa 

NPDPK                quinasas no dirigidas por prolina 

NT                         neurotrofina 

8-OHdG                8-hidroxi-2-deoxiguanosina 

ONF                      ovillos neurofibrilares   

pABA                    ácido paraaminobenzoico 

PDPK                    quinasas dirigidas por prolina 

PHFs                     filamentos de forma helicoidal (de paired helicoidal filaments) 

PKA                      proteína quinasa A dependiente de AMPcíclico 

PKC                      proteína quinasa C 

PP1                        proteína fosfatasa 1 (de protein phosphatase 1) 

PP2B                     proteína fosfatasa 2B o calcineurina 

PPA                       proteína precursora de péptido β-amiloide 

PRRs                     receptores de reconocimiento de patógenos 

PS                          presinilina  

PVDF                    de polyvinylidene fluoride 

RC                         restricción calórica 

ROS                       especies reactivas de oxígeno 

SAM                      ratones de senescencia acelerada   (de senescence accelerate mice) 

SAMP                   de senescence accelerate mice prone 

SAMR                   de senescence accelerate mice resistance 

sAPP                     fragmentos de proteína precursora de β-amiloide solubles 

SBTI                      inhibidor de tripsina (de Soybean Trypsin Inhibitor) 

SNC                       sistema nervioso central 

SOD                       superóxido dismutasa 

TGF-α                   factores de crecimiento transformante α  (de transforming growth  

                               factor α       
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TGF-β1                  factores de crecimiento transformante β1 (de transforming growth     

                               factor- β1)                                

Th                          células T CD4 helper 

THR                      treonina 

TLR                       receptores de tipo Toll 

TNF                       factor de necrosis de tumor 

VOCC                   canales de calcio dependientes de voltaje (de voltage-operated Ca2+   

                               channels) 
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2 Introducción: el envejecimiento 

      El tema de esta tesis ha sido el estudio de los mecanismos de neurodegeneración asociados al   
envejecimiento cerebral y el papel que desempeñan los astrocitos como neuroprotectores utilizando  
modelos animales in vitro e in vivo. Los astrocitos son las células más abundantes del cerebro y  su 
función es muy importante, además de dar soporte trófico a las neuronas tienen una función 
anticitotóxica y modulan la actividad neuronal. El papel de los astrocitos y su activación en el 
envejecimiento es un proceso poco conocido. Por eso nuestro trabajo ha seguido esta línea de 
investigación porque un mayor conocimiento de esta célula glial puede ayudarnos a entender los 
cambios fisiopatológicos que conlleva el paso de los años en el cerebro humano. El envejecimiento 
cerebral es un factor de riesgo de enfermedades neurodegenerativas y nuestro laboratorio está 
especialmente interesado en el estudio de la enfermedad de Alzheimer por su alta incidencia en la 
población de edad avanzada. 
 

1. EL ENVEJECIMIENTO 

 

1.1 DEFINICIÓN Y CARACTERÍSTICAS 

    Denham Harman, biogerontólogo padre de la teoría de los radicales libres, postuló que el 

envejecimiento es el resultado de la acumulación de cambios en el organismo que ocurren a lo 

largo del paso del tiempo y que causan un incremento en la probabilidad de enfermedad y muerte 

del individuo. Bernard Strehler, gerontólogo americano, definió el envejecimiento como un proceso 

universal que ocurre en todas las especies, intrínseco cuyo origen debe ser endógeno y no depende 

de factores extrínsecos, progresivo ya que los cambios se dan a lo largo de la vida y deletéreo 

llevando a una pérdida de funciones en el organismo (Viña et al., 2007). 

Hay cinco características comunes en el envejecimiento de los mamíferos: 

a) El aumento de la mortalidad  después de la madurez. 

b) Cambios bioquímicos en la composición de los tejidos. 

c) Disminución progresiva en las funciones fisiológicas. 

d) Menos habilidad para responder a estímulos ambientales. 

e) Aumento de la susceptibilidad y vulnerabilidad a las enfermedades (Troen, 2003).  

 El envejecimiento se compone de cambios en el orden morfológico, psicológico, funcional y 

bioquímico que se caracterizan por una pérdida progresiva en el tiempo de la capacidad de 

adaptación y la capacidad de reserva del organismo, que produce un aumento progresivo de la 

vulnerabilidad ante situaciones de estrés y finalmente la muerte. Un buen ejemplo es la 

disminución de la capacidad de los ancianos a soportar temperaturas extremas, infecciones y en 
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general situaciones de estrés. En el envejecimiento es importante la pérdida de visión, de 

audición, de memoria, de coordinación motora y otras funciones neuronales. La mayoría de 

órganos vitales sufren atrofia o degeneración. El sistema inmune está debilitado y el organismo 

es más susceptible a traumas, infecciones u otros factores de estrés. La incidencia de cáncer y de 

enfermedades neurodegenerativas aumenta exponencialmente con la edad (Viña et al., 2007). 

El envejecimiento se ha definido primero como una etapa de la vida y posteriormente como un 

proceso de deterioro en el que se suman una pérdida de funciones fisiológicas necesarias para 

mantener constante el medio interno con el paso de los años. La muerte es el final de este 

proceso que no permite mantener este equilibrio llamado homeostasis (Viña et al., 2007). 

 Hay que diferenciar entre el envejecimiento fisiológico que está exclusivamente relacionado 

con el paso del tiempo con cambios en los órganos y sistemas del organismo y el 

envejecimiento patológico caracterizado por la presencia de alteraciones secundarias a 

enfermedades o por influencias ambientales.  

 

1.2  TEORÍAS DEL ENVEJECIMIENTO 

   Durante este siglo se ha propuesto un gran número de teorías para explicar la naturaleza del 

envejecimiento. Por la naturaleza multicausal del envejecimiento, resulta improbable que una 

teoría única pueda explicar todos sus mecanismos. Es importante tener en cuenta que: 

a) En el envejecimiento están implicados diferentes genes, se han llegado a señalar hasta 100 

genes implicados en la evolución de la longevidad. También hay mutaciones múltiples que 

afectan a todos los procesos del envejecimiento. 

b) El envejecimiento ocurre a todos los niveles: a nivel molecular, nivel celular y nivel 

tisular. 

 Todos estos fenómenos del envejecimiento no los puede explicar un mecanismo único, por lo 

tanto, la teoría que valore la naturaleza multicausal será la que conseguirá un acercamiento 

científico más racional (Pardo, 2003). 

 Muchas teorías y clasificaciones se han propuesto para explicar el envejecimiento humano, 
nosotros clasificaremos estas teorías en evolutivas, estocásticas y genéticas. 

1.2.1 TEORÍAS EVOLUTIVAS 

   Las teorías evolutivas están en contra de un envejecimiento programado ya que argumentan 

que los individuos están programados para sobrevivir, no para morir. Las teorías evolutivas se 

basan en dos principios: la fuerza de la evolución disminuye con la edad y que la longevidad 

requiere una inversión energética para el mantenimiento somático y la reparación celular que 
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compite con la inversión requerida para el crecimiento, desarrollo y la reproducción del 

individuo (Kirkwood, 2002). Hay tres teorías evolutivas que no son excluyentes entre si y 

pueden dar lugar en un futuro a una única teoría evolutiva (Gavrilov & Gavrilova NS, 2002).  

1.2.1.1 Teoría de la mutación acumulada 

       Esta teoría se basa en la acumulación de mutaciones en líneas celulares germinales con el 

paso de los años que no son reparadas ya que la fuerza de la selección es muy débil. Esta 

“sombra en la selección” permite que una gran variedad de alelos con efectos deletéreos se 

acumulen a lo largo de generaciones con gran heterogeneidad en su distribución entre 

individuos de cada población (Kirkwood & Austad, 2000). 

1.2.1.2. Teoría de pleiotropía antagonística 

Esta teoría postula que los genes pleiotrópicos con efectos beneficiosos tempranos son 

seleccionados positivamente por su beneficio en la supervivencia aunque tengan efectos 

deletéreos en las edades avanzadas del individuo (Kirkwood & Austad, 2000).  

1.2.1.3 Teoría del soma desechable 

Esta teoría sugiere que la senescencia es el resultado de un desajuste entre la supervivencia 

tardía y la fecundidad temprana. La teoría del soma desechable afirma que los recursos 

energéticos son mejor utilizados para el mantenimiento de las células reproductoras que para 

mantener las células con una longevidad somática indefinida y por tanto las células no 

reproductoras del cuerpo son prescindibles (Kirkwood & Rose, 1991). 

1.2.2   TEORÍAS ESTOCÁSTICAS 

   Dentro de estas vamos a citar un conjunto de teorías que consideran el envejecimiento como 

consecuencia de alteraciones que dañan moléculas vitales de forma aleatoria y se acumulan a lo 

largo del tiempo. 

 

1.2.2.1 Teoría de la mutación somática y reparación del DNA 

La teoría de la mutación somática, que en un principio consideraba que las radiaciones 

ionizantes eran la causa de mutaciones en el DNA de las células somáticas y esto era la causa 

del envejecimiento, se ha ido ampliando a otras causas exógenas ambientales como agentes 

químicos y endógenos como los radicales libres (Vijg, 2000) (Figura 1). Las radiaciones 

aumentan más la mortalidad celular que su envejecimiento sobre todo debido a la 

transformación neoplásica de las células (Turler, 2000). La teoría de la reparación del DNA 

señala una disfunción en los mecanismos de  reparación del DNA como los causantes de la 

acumulación de mutaciones tanto en el ADN nuclear como el mitocondrial. Actualmente varios 
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modelos de ratones transgénicos y knock-out de algunos de los sistemas de reparación del ADN 

muestran un aumento de mutación en el genoma que lleva a una pérdida funcional que depende 

del tipo celular (Ono et al., 2002) Estas células tienen diferente grado de degeneración con una 

mayor tasa de neoplasia y mortalidad (Vijg et al., 2006). 

 
  

                             Figura 1. Teoría mutación somática. Adaptado Dani et al, 1997. 

 
1.2.2.2   Teoría de los radicales libres/ estrés oxidativo y daño mitocondrial 
 

        Inicialmente Harman propuso la teoría de los radicales libres que postula que los cambios 

en el envejecimiento son debidos al daño que los radicales libes causan en las biomoléculas 

(Harman, 1981, 2003). Los radicales libres son moléculas que contienen un electrón 

desemparejado que es altamente reactivo y que pueden oxidar ácidos nucleícos, proteínas y 

lípidos conduciendo a una pérdida en su función con el paso del tiempo. En el envejecimiento 

enzimas antioxidantes  como la superóxido dismutasa y la catalasa están disminuidos (Biesalski, 

2002). Así los sistemas antioxidantes son incapaces de contrarrestar el ambiente oxidante y se 

producen daños en los tejidos. Hay datos que abalan esta teoría, los radicales como las especies 

reactivas de oxígeno parecen tener un papel regulador en la expresión diferencial de genes, la 

replicación celular, la diferenciación y la apoptosis (Suzuki et al., 1997). La producción de 

radicales en el corazón, riñón, e hígado de varios mamíferos se encontró inversamente 

proporcional a su longevidad (Sohal et al., 1989). Los animales viejos muestran un mayor índice 

de oxidación que los jóvenes y acumulan más macromoléculas oxidadas (Stadtman, 1992; Sohal 



 

 

6 Introducción: el envejecimiento 

et al., 1993). Una evidencia importante es que la mosca Drosophila sobre expresando Cu/Zn 

superóxido dismutasa y catalasa muestra un incremento tanto de la media de vida como de la 

esperanza de vida (Orr & Sohal, 1994). Posteriormente Miquel y colegas propusieron la teoría 

del estrés oxidativo (EO) y daño mitocondrial. Esta teoría postula que el envejecimiento es el 

resultado del daño causado por las especies reactivas de oxígeno en el genoma mitocondrial de 

las células postmitóticas (Miquel, 1998; Viña et al., 2007). 

                                                                      

                                                      

 

 

 

                     

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 2. Teoría mitocondrial del envejecimiento. Adaptado de Miquel J., 1998.  
 

 Esta teoría se basa en el hecho que las especies reactivas de oxígeno atacan el ADN 

mitocondrial (ADNmt). El ADNmt acumula mutaciones en las células somáticas donde la 

producción de ATP se ve comprometida junto a la síntesis de proteínas y la regeneración 

mitocondrial. Así la función celular se encuentra alterada y disminuye su resistencia ante 
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situaciones de estrés que conlleva a una senescencia celular con más posibilidad de entrar en 

apoptosis (Figura 2) (Miquel, 1998). La mitocondria es la principal fuente de especies reactivas 

de oxígeno (ROS)  y esta teoría sugiere que la mutación del ADNmt produce una deficiencia en 

la fosforilación oxidativa aumentando la producción de ROS. El aumento de la generación de 

ROS conlleva a un incremento de estrés oxidativo y a su vez un aumento en la mutagénesis del 

ADNmt. Esto causa un ciclo vicioso que exponencialmente incrementa el daño oxidativo, la 

disfunción celular y culmina en la muerte de la célula (Hiona & Leeuwenburgh, 2008)  (Figura 

3). 

 

     Figura 3. Ciclo vicioso de la teoría mitocondrial. Adaptado de Hiona & Leeuwenburgh, 2008. 

La teoría del estrés oxidativo y daño mitocondrial está relacionada con la teoría del axis 

mitocondria lisosomal donde acúmulos de desecho de la célula como la lipofucsina son 

resultados de un daño lisosomal causado por ROS que impide la correcta renovación 

mitocondrial y se da un aumento de estrés oxidativo que daña más a la mitocondria y se produce 

un desajuste bioenergético, decaimiento funcional y muerte celular (Brunk & Terman, 2002). 

La teoría del estrés oxidativo y daño mitocondrial es la teoría más apoyada por diferentes 

grupos de investigación actualmente (Balaban et al. 2005; Muller et al., 2007). Hay muchas 

evidencias que apoyan esta teoría. Por ejemplo las mitocondrias de animales viejos producen 

más ROS que las de los jóvenes (Sohal & Sohal, 1990). Además hay una correlación inversa 
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entre la producción de peróxidos mitocondriales y la longevidad en mamíferos (Sohal & Sohal, 

1991; Barja et al., 1994). Se produce daño oxidativo en lípidos y proteínas mitocondriales 

(Ames et al., 1995). El ADNmt es más susceptible a la mutación con el paso de los años y su 

fragmentación se relaciona con la apoptosis celular (Ozawa, 1997; Yoneda, 1995). 

Recientemente se ha demostrado la conexión entre la mutación mitocondrial y el envejecimiento 

a través de la creación de un ratón knock-in con la polimerasa mitocondrial defectuosa (PolgA) 

que acumula daños en su ADNmt y el animal experimenta un envejecimiento acelerado que le 

causa una muerte prematura (Trifunovic et al., 2004). 

1.2.3 TEORÍAS DEL DESARROLLO Y GENÉTICAS 

     Las teorías del desarrollo y genéticas consideran el envejecimiento como un proceso 

continuo del desarrollo y maduración genéticamente controlado. 

1.2.3.1 Teoría de los genes determinantes de la longevidad 

        La hipótesis central es que la aparición y evolución de genes reguladores que mantienen los 

procesos vitales de la vida por más tiempo, suministran una ventaja selectiva para las especies. 

Esta hipótesis propuesta por Cutler predice que pueden existir genes clave determinantes de 

longevidad de naturaleza reguladora que son capaces de gobernar la tasa de envejecimiento del 

cuerpo entero (Pardo, 2003). Hay una amplia evidencia que en muchas especies la longevidad 

máxima está bajo control genético aunque su heredabilidad es menor del 35% (Finch & Tanzi, 

1997). Hay mutaciones en determinados genes que pueden modificar la senescencia en 

diferentes especies. Por ejemplo en el nemátodo Caenorhabditis elegans hay diversos genes que 

pueden modificar su longevidad como age-1 altera el promedio de  envejecimiento; daf-2 y daf-

23 que activan un retraso del desarrollo; spe-26 reduce la fertilidad; y clk-1 altera el reloj 

biológico (Murakami & Johnson, 1996). El gen daf-2 codifica para un miembro de la familia de 

los receptores de insulina/ IGF y su mutación puede doblar la esperanza de vida con la 

participación del gen daf-16.El gen daf-16 es un factor de transcripción que interviene en la vía 

de transducción de la insulina entre otras cuya mutación incrementa la longevidad (Murphy et 

al., 2003). La capacidad de los mutantes daf para detoxificar los ROS puede ser un mecanismo 

que intervenga en su incremento de longevidad (Sampayo et al., 2003). SIR2 es otro gen que 

aumenta la longevidad en nematodos, es un NAD-histona diacetilasa  cuya función entre otras 

es silenciar genes (Shore, 2000). SIR2 es esencial en la transducción de señales metabólicas y 

actúa reduciendo el daño somático (Lin & Guarente, 2003). SIR2 además incrementa la 

longevidad regulando negativamente la vía de señalización de la insulina/ IGF (Tissenbau & 

Guarente, 2001). La restricción calórica (RC) extiende la vida  desde levaduras a mamíferos 

(Masoro, 2002) pero no actúa en ausencia de SIR2 (Lin et al., 2000). Los beneficios de la RC no 

se debe a una reducción de la tasa metabólica sino a una eficiencia bioenergética que reduce el 

daño oxidativo (Masoro, 2002). En mamíferos, proteínas homologas a las codificadas por SIR2 
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llamadas sirtuinas promueven la longevidad, entre ellas SIRT1 reprime FOXO el homólogo en 

mamíferos de DAF-16 (Motta et al., 2004) y regula su actividad en respuesta al estrés oxidativo 

(EO) (Brunet et al., 2004). FOXO3a protege frente al estrés oxidativo estimulando la reparación 

del DNA y incrementando las defensas antioxidantes (Tran et al., 2002; Kops et al., 2002). La 

expresión de esta proteína esta incrementada en células nulas en p66shc (Nemoto S, Finkel T. 

2002). Los ratones nulos en p66shc tienen una longevidad aumentada en un 30% (Lithgow, 

2000). La proteína p66 (shc) está implicada en señales de transducción en respuestas 

mitogénicas y apoptóticas y es necesaria para activar p53 a inducir apoptosis y aumentar los 

niveles de ROS (Trinei et al., 2002). Los ratones heterocigotos knock-out para el receptor IGF 

(Factor  de crecimiento de la insulina) viven un 26% más;  tienen reducida la actividad de la 

proteína p66shc y esto puede ser su mecanismo de resistencia al EO (Holzenberger et al., 2003).  

Los ratones Snell dwarf contienen también una única mutación en Pit-1 dw que altera el 

desarrollo de la pituitaria, disminuye su producción de hormona del crecimiento, tirotropina y 

prolactina y también aumentan su longevidad del 25 al 50% (Flurkey et al., 2002). Estudios en 

hombres  centenarios han encontrado que genes en el cromosoma 4 están asociados con una 

mayor longevidad (Perls et al., 2002).  Además hay algunas variantes de la apolipoproteína E 

(ApoE) que están en ancianos centenarios  que disminuyen el riesgo de padecer enfermedades 

cardiovasculares y la enfermedad de Alzheimer (Schächter et al., 1994).  

1.2.3.2  Teoría de los síndromes de envejecimiento acelerado 

        Hay enfermedades donde la mutación de un solo gen lleva a una enfermedad con 

características de senescencia acelerada. Estas enfermedades son llamadas progerias y  las más 

importantes son la enfermedad de Hutchinson-Gilford y el síndrome de Werner.                                                   

   El síndrome de Werner es una enfermedad autosómica recesiva, los pacientes desarrollan 

prematuramente arteriosclerosis, intolerancia a la glucosa, osteoporosis, pérdida del pelo, atrofia 

en la piel, menopausia, cataratas y presentan más tumores. Estos enfermos mueren antes de los 

50 años. El gen responsable de esta enfermedad es wrn, está localizado en el cromosoma 8 y 

codifica para una ADN helicasa (King & Bohr, 2005).  

   El síndrome de Hutchinson-Gilford es extremadamente raro, es una enfermedad autosómica 

recesiva, estos enfermos se caracterizan por una corta estatura, bajo peso corporal, pérdida del 

cabello, disminución de la movilidad y rasgos faciales de anciano. Los fallos cardiovasculares 

suelen producirles la muerte cerca de los 13 años. El gen responsable es la mutación en LMNA 

que da lugar a la proteína Laminina A alterada (Hennekam, 2006).  

   A nivel molecular, en estos síndromes se produce una falta de reparación, replicación y 

expresión correcta del material genético. Con el estudio de estas enfermedades podemos 

comprobar cómo la mutación de un solo gen nos produce una enfermedad con características  de 
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envejecimiento prematuro actuando a nivel de todo el organismo. (Olster et al., 2002; 

Hennekam, 2006). 

   Hay varios modelos de ratones que desarrollan procesos de envejecimiento acelerado. Entre 

ellos cabe destacar el ratón klotho, mutante en este gen que produce la pérdida funcional de la 

proteína de membrana que codifica. Presentan  una vida media de 9 semanas y se consideran 

que comienzan a envejecer a las 4 semanas. Presentan retraso del crecimiento, actividad 

disminuida, involución del timo, calcificación pobre, atrofia de la piel, arterosclerosis, enfisema 

pulmonar y lipodistrofia. Otro modelo murino de envejecimiento prematuro son los ratones 

SAM (senescence accelerate mouse) que presentan unos fenotipos diferentes según las cepas y 

la causalidad genética de su envejecimiento es compleja y implica varios genes no 

determinados. Los SAM se han desarrollado por selección fenotípica a partir de ratones de raza 

AKR/J basándose en los cambios observados en su envejecimiento. Se han obtenido nueve 

cepas de envejecimiento acelerado (SAMP) y tres resistentes al mismo (SAMR) que sirven 

como controles. Los ratones SAMP presentan amiloidosis, neoplasias, osteoporosis, debilidad, 

fallos respiratorios y auditivos, defectos en el aprendizaje y memoria, cataratas y atrofia 

cerebral. Sus fenotipos son distintos según cada cepa (Kuro-o, 2001). Los ratones SAMP8 son 

un modelo reconocido de envejecimiento que desarrollan déficits de aprendizaje y memoria. 

Tienen cambios neuropatológicos como el depósito del péptido betamieloide (Aβ), 

hiperfosforilación de tau, deterioro de las espinas dendríticas y cambios neuroquímicos. Los 

cerebros de los ratones SAMP8 padecen estrés oxidativo que se incrementa con la edad 

(Tomobe & Nomura, 2009).  

1.2.3.3  Teoría neuroendocrina 

Esta teoría propone que la disfunción del sistema neuroendocrino con la pérdida de la 

funcionalidad neuronal y de sus hormonas asociadas es clave en el envejecimiento. El eje 

hipotálamo-hipofisario adrenal  sería el regulador del envejecimiento en el organismo. Debido a 

que el sistema neuroendocrino regula el crecimiento, el desarrollo, la reproducción, el 

metabolismo entre otros aspectos fisiológicos, su cambio funcional puede conducir al 

envejecimiento (Mobbs, 1996)  Evidencias de esta teoría es la participación del cerebro y el 

ovario en la menopausia (Wise et al., 1996). Además la reducción en la neurotransmisión 

dopaminérgica se produce en cepas de rata de vida corta (Gilad & Gilad, 1987), mientras que la 

levodopa puede prolongar la longevidad en ratones (Cotzias et al., 1977) y la esperanza de vida 

en humanos (Rajput, 2001). Actualmente se considera que los cambios que se producen con la 

edad en el sistema neuroendocrino son una manifestación secundaria del fenotipo del 

envejecimiento y que tiene un origen celular. Otra crítica a esta teoría es que hay organismos 

que padecen el envejecimiento sin poseer sistema neuroendocrino.  
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1.2.3.4   Teoría inmunológica 

Esta teoría postula al sistema inmunológico como causante del envejecimiento en base a 

dos observaciones. Primero, que la capacidad de respuesta sistema inmune disminuye con la 

edad y se evidencia como la reducción de la respuesta de células T a mitógenos y su reducida 

resistencia a enfermedades infecciosas. Segundo que los fenómenos autoinmunes aumentan con 

la edad y hay un aumento de autoanticuerpos (Troen, 2003).  

Hay diferentes evidencias como que la involución notable de la masa y composición del 

timo que se observa en ratones viejos y humanos es responsable de la pérdida de la inmunidad 

defensiva (Pardo, 2003). A nivel molecular cambios en longevidad en ratones se han visto 

relacionados con alelos específicos del complejo mayor de histocompatibilidad  asociados a la 

susceptibilidad a linfomas e enfermedades infecciosas (Yunis & Salazar, 1993; Caruso et al., 

2001). También esta teoría se ha criticado y los efectos que se dan en el sistema inmunitario se 

consideran secundarios al fenotipo en el envejecimiento. Además hay especies sin sistema 

inmunitario que padecen el envejecimiento. 

1.2.3.5 Teoría de la senescencia celular 

Hayflick comprobó la capacidad replicativa finita de los fibroblastos que después se ha 

comprobado en otras células in vitro (Hayflick, 1997). Diversos estudios observan que la 

capacidad replicativa de los fibroblastos en cultivo esta inversamente relacionado con la 

longevidad de los donantes en diferentes especies de vertebrados (Rohme, 1981; Pignolo et al., 

1992). La hipótesis del telómero postula que el telómero podría ser el reloj que determina la 

pérdida de la capacidad proliferativa de las células. La longitud de los telómeros desciende 

progresivamente en las células somáticas que se dividen en el organismo, y lo mismo sucede 

durante el envejecimiento de los fibroblastos en cultivo (Harley et al, 1990). Se ha comprobado 

que la telomerasa, enzima responsable de mantener la longitud del telómero, se encuentra 

reprimida durante la diferenciación de las células somáticas, lo que explica la pérdida de ADN 

telomérico y por tanto la capacidad replicativa finita de las células (Olovnikov, 1996). El 

acortamiento del tamaño de los telómeros es un factor importante en inducir una capacidad 

finita de división de las células humanas produciendo diferenciación, senescencia o apoptosis. 

Las señales  producidas en el DNA dañado de los telómeros contribuyen  a la activación de p53 

(Aubert & Lansdorp, 2008). El aumento de actividad de p53 reduce la incidencia de cáncer pero 

incrementa la senescencia celular y el riesgo de apoptosis. El envejecimiento sería el precio a 

pagar para evitar el cáncer (Ferbere & Lowe, 2002). 
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  1.3    EL ENVEJECIMIENTO CEREBRAL 

 

        Es muy difícil separar lo que es el envejecimiento normal del patológico en el sistema 

nervioso, en concreto en el envejecimiento del cerebro. Los cambios cerebrales debidos al 

envejecimiento se han estudiado desde el siglo XIX y aún hay muchas incógnitas por investigar. 

Durante  el envejecimiento normal , el cerebro sufre cambios morfológicos y funcionales 

afectando a los árboles dendríticos , la sinapsis, la neurotransmisión, la circulación y el 

metabolismo que se reflejan en alteraciones motoras y sensoriales, en el sueño, la memoria y el 

aprendizaje.(Mariani et al., 2005) Muchas de las alteraciones patológicas que se observan al 

microscopio en enfermedades como la enfermedad de Alzheimer o la enfermedad de Parkinson 

también se observan en el cerebro de una persona clínicamente normal. La diferencia en muchos 

casos es sólo cuantitativa en cuanto al número de alteraciones (Ramírez-Expósito & Martínez-

Martos, 1999). En este capítulo empezaré describiendo los cambios cerebrales a nivel 

macroscópico y luego a nivel microscópico, celular y molecular. 

1.3.1   CAMBIOS MACROSCÓPICOS 

       El peso medio del cerebro humano desde los 20 a los 65 años es de unos 1400 g. Después 

de los 65 años se ve una disminución notable hasta llegar a 1150 g de media cuando se superan 

los 100 años (Dani et al., 1997). La reducción del volumen aumenta de 0.1- 0.2% entre los 30-

50 años y de 0.3-0.5% por encima de los 70 años. (Esiri, 2007). Las diferentes regiones del 

cerebro sufren diferentes cambios macroscópicos durante el envejecimiento (Figura 4). En la 

corteza cerebral, sobretodo su lóbulo frontal, tiene tendencia a disminuir alrededor del 10-12%, 

en contraste con el córtex parieto-temporo-occipital donde las variaciones son mínimas. (Dani et 

al., 1997). Además se han descrito ensanchamiento de ventrículos, ensanchamiento de giros y 

surcos  y aumento del líquido cefalorraquídeo. (Anderton, 1997)  

 Estos resultados están probablemente relacionados con el uso de 

las zonas corticales: mientras las entradas sensoriales todavía 

conectan al individuo con estímulos sociales en la vejez, las 

actividades motoras disminuyen más rápidamente con la edad. 

La disminución macroscópica de la sustancia blanca es 2 o 3 

veces mayor que la de la sustancia gris, esto puede ser debido a 

la  disminución en los diámetros de mielina. (Raz & Rodrigue, 

2006; Dani et al., 2007). 

 Figura 4. Cerebro de hombre envejecido. Google imágenes 
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1.3.2  CAMBIOS MICROSCÓPICOS. 

        Los estudios microscópicos sobre la pérdida neuronal han sido controvertidos. Los estudios 

iniciales que comenzaron en los años 50 consideraban que el cerebro envejecido sufría una 

importante pérdida neuronal y daban importancia a zonas como la corteza cerebral, el 

hipocampo y las células de Purkinje (Hall et al., 1975). La pérdida neuronal y el cambio en sus 

dendritas varían acorde con las diferentes partes del cerebro en el envejecimiento y en 

condiciones neurodegenerativas. Por eso es difícil estimar la magnitud de la pérdida neuronal en 

los cerebros humanos ya que muchos de los cerebros de personas mayores de 80 años están 

afectados por placas amiloideas y neurofilamentos asociados en algunos casos de la enfermedad 

de Alzheimer y en otros sujetos están afectados por enfermedades cerebrovasculares, hechos 

que pueden alterar las estimaciones celulares (Neuropathology group, 2001). Actualmente los 

estudios con métodos estereológicos nos muestran datos más conservadores con una pérdida 

neuronal escasa en general. (Hof &Morrison, 2004). La disminución en el tamaño neuronal y en 

el número de dendritas a lo largo de los años es  marcadamente visible particularmente en la 

corteza cerebral (Terry et al., 1987; Jacobs et al., 1997). Además se observa degeneración en los 

axones mielinizados de las capas más internas de la corteza e incluso de la sustancia blanca 

(Peter et al., 1994). 

 Además de lo anteriormente descrito encontramos las siguientes alteraciones microscópicas que 

ocurren en el cerebro envejecido: 

� Incremento de lipofucsina en las neuronas: es una agregación intracelular de proteínas y 

lípidos con  carbohidratos y trazas de metales imposibles de degradar. (Brunk & Terman, 2002). 

El complejo lipofucsina/ceroide resulta de la excesiva oxidación de proteínas que contienen 

hierro y el entrecruzamiento que se produce en su formación 

presumiblemente en el compartimento lisosomal (Keller et al., 

2004).  

� Las neuronas picnóticas (Figura 5) aumentan en el 

envejecimiento. Estas se caracterizan por presentar en su citoplasma 

microvacuolas, acúmulos de lipofucsina y polirribosomas 

fuertemente disgregados, además de un retículo endoplasmático 

fragmentado y disperso, y mitocondrias con desorganización de sus 

crestas (Ramírez- Expósito & Martínez-Martos, 1999).  

Figura 5. Neuronas picnóticas. Ramírez- Expósito & Martínez- Martos, 
1999. 
Neuronas teñidas con azul de toluidina. N- neuronas normales, LP- levemente picnóticas y FP- 
fuertemente picnóticas 
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� Incremento del número de corpora amylacea: son cuerpos esféricos de 

poliglicosaminoglicanos, que en las tinciones se identifican como positivos al ácido periódico 

de Schiff (PAS). Están preferentemente distribuidos alrededor de los vasos sanguíneos o cerca 

de las superficies pial o ependimal. Algunos están localizados ultraestructuralmente cerca de los 

astrocitos. (Mrak et al., 1997). 

� Incremento en la cantidad de productos finales de avanzada glicosilación. La 

glicosilación no enzimática de proteínas origina productos tempranos de glicosilación 

(productos de Amadori), los cuales posteriormente en la etapa irreversible de la reacción se 

transforman en productos finales de glicosilación avanzada (AGEs) (Schmitt, 2006). 

� Acúmulos de hierro. El hierro llega al cerebro por mecanismos activos de captación a 

través de la barrera hematoencefálica, pero se conoce poco de cómo se libera y como se 

acumula. El hierro es componente esencial de muchos enzimas en el cerebro, pero altas 

concentraciones de hierro reactivo pueden facilitar el estrés oxidativo. (Zecca et al., 2004) 

� Incremento en el número y tamaño de astrocitos y microglía. Estas células gliales suelen 

desempeñar una función neuroprotectora, pero como respuesta a las alteraciones neuronales 

ocupan el parénquima que deja libre el tejido neuronal (Esiri, 2007). 

� Presencia de placas amiloideas difusas y de neuronas con mayor reactividad a 

neurofilamentos. Posiblemente son cambios neurodegenerativos relacionados con la enfermedad 

de Alzheimer (Vickers et al., 1994) 

1.3.3   CAMBIOS MOLECULARES   

  El envejecimiento celular en el cerebro está caracterizado por una disminución en la reserva 

homeostática, definido como la capacidad de las células a responder ante los efectos 

desestabilizadores del estrés. Así las células envejecidas del cerebro mantienen su actividad 

metabólica basal o a bajos niveles pero padecen déficits funcionales ante altos niveles de 

estimulación y situaciones de estrés que pueden ser patológicas, como pueden ser un trauma, la 

isquemia cerebral u otros sucesos excitotóxicos (Toescu, 2005). En este apartado veremos 

algunos de los cambios moleculares que se observan en el envejecimiento cerebral. 

Estudiaremos con especial atención los cambios en la mitocondria durante el envejecimiento y 

como el estrés oxidativo actúa sobre ella que como hemos visto es una de las teorías más sólidas 

que explican el envejecimiento. 

1.3.3.1 Factores de crecimiento 

        Los factores neurotróficos son polipéptidos que desarrollan su función al unirse a 

receptores de la superficie celular llamados trk  produciendo su activación (Connor & 

Dragunow, 1998). En el envejecimiento hay una progresiva disminución de factores de 

crecimiento. En el envejecimiento patológico la falta de determinados factores de crecimiento 
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puede ser causa de apoptosis por falta de modulación o represión de la maquinaria de muerte 

(Boonman & Isacson, 1999). El factor de crecimiento nervioso (NGF de nerve growth factor) 

tiene efectos neurotróficos y neuroprotectores en el sistema nervioso central. En el 

envejecimiento se mantienen los niveles de NGF pero se  observa una disminución de la vía de 

señalización del NGF sobretodo en neuronas colinérgicas, que contribuye a cambios 

neurotóxicos observados en el envejecimiento y en enfermedades neurodegenerativas como la 

enfermedad de Alzheimer (EA) (Sofroniew, 2001). El factor neurotrófico derivado del cerebro 

(BDNF, de brain-derived neurotrophic factor) tiene un papel central en la supervivencia 

neuronal y su regeneración. En el envejecimiento se produce una reducción de su expresión y la 

de sus receptores provocando una disminución en la capacidad de aprendizaje y memoria, 

además de una mayor susceptibilidad al daño neuronal y una disminución en su actividad. La 

falta de regulación por el BDNF puede ser importante en la etiología de enfermedades como 

EA, Parkinson y enfermedades autoinmunes como la esclerosis múltiple (Sohrabji & Lewis, 

2006). La neurotrofina 3 (NT-3) tiene funciones neurotróficas en el cerebro y su expresión 

disminuye con el envejecimiento, lo cual puede contribuir a la atrofia neuronal y a la pérdida de 

memoria que se produce durante el envejecimiento (Connor & Dragunow, 1998). El factor 

neurotrófico derivado de la glía (GDNF de glial cell-derived neurotrophic factor) es importante 

para el correcto funcionamiento principalmente de las neuronas dopaminérgicas. Su efecto 

trófico sobre otros tipos neuronales está poco estudiado. Durante el envejecimiento y en la 

enfermedad de Parkinson se ve reducida la expresión de GDNF. Se está estudiando que la 

atrofia neuronal de algunas enfermedades como la enfermedad de Parkinson y la EA puedan ser 

tratadas con la administración de GDNF (Behrstock & Svendsen, 2004). El factor de 

crecimiento transformante alfa (TGF-α de transforming growth factor-α) tiene función 

neurotrófica y se encuentra aumentado en procesos de neurodegeneración. También lo expresan 

los astrocitos en procesos de astrogliosis (Connor & Dragunow, 1998). Los factores de 

crecimiento de la insulina (IGF de  insulin-like growth factor) previenen la neurodegeneración y 

el daño neuronal  y su expresión disminuye con la edad. La pérdida de IGF con la edad puede 

contribuir a  la pérdida  cognitiva del cerebro envejecido (van Dam & Aleman , 2004). 

1.3.3.2 Suministro energético 

        Las neuronas tienen unos requerimientos energéticos mayores que las demás células del 

organismo. Tales requerimientos derivan fundamentalmente de la necesidad de abastecer de 

energía (ATP) de forma continuada la bomba de NA+/K+ presente en su membrana, y de cuyo 

funcionamiento dependen, entre otros procesos, tanto la homeostasis iónica como el 

mantenimiento del potencial de membrana que es imprescindible para la fisiología neuronal. De 

hecho más del 40% del ATP producido por la mitocondria se destina a este fin (Ames, 1992). El 

envejecimiento cerebral está asociado a una continua disminución de la capacidad de producir 
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ATP tanto por la disminución de cantidad de mitocondrias en sus células como por la 

disminución de la  fosforilación oxidativa en mitocondrias disfuncionales (Toescu, 2005). La 

disfunción mitocondrial es debida en su mayor parte a la reducción de la transferencia de 

electrones por los complejos I y IV (Navarro & Boveris, 2007). Las mitocondrias de murinos 

envejecidos muestran una disminución en su potencial de membrana, un incremento de la 

oxidación de sus fosfolípidos y proteínas y un aumento de su tamaño y fragilidad. La actividad 

de los complejos I, IV y la del óxido nítrico sintasa (mtNOS) se correlaciona con la función 

cognitiva y la media de vida y es inversamente proporcional con la oxidación de sus moléculas. 

Condiciones que incrementan la vida media como el ejercicio moderado, el suplemento de 

vitamina E y la restricción calórica también mejoran la función mitocondrial  y el estado 

cognitivo del animal (Boveris & Navarro, 2008). 

1.3.3.3 Excitotoxicidad 

          El glutamato es uno de los principales neurotransmisores excitatorios del SNC. Un 

aumento en las cantidades de glutamato se ha descrito en la corteza cerebral de ratas envejecidas 

(Peinado et al., 2000). En el cerebro envejecido se ha observado que no hay un aumento de 

liberación de este neurotransmisor pero si una disminución de su recaptación por parte de las 

neuronas (Segovia et al., 2001). El aumento del glutamato extracelular puede conducir a 

procesos de excitotoxicidad tanto en neuronas como en células gliales produciendo su muerte. 

Estos procesos de excitotoxicidad se producen por cambios en la homeostasis del calcio, la 

producción ROS y la inducción de cascadas apoptóticas. Proteínas como p53, Bax y Par-4 

inducen el aumento de permeabilidad de la membrana mitocondrial que conducen a la 

liberación del citocromo c y la activación de proteasas como la caspasa-3. Estas cascadas 

excitotóxicas se originan en las dendritas posinápticas causando pérdida de la plasticidad 

sináptica y degeneración local. Las células poseen mecanismos antiexcitotóxicos como las vías 

neurotróficas, las vías de respuesta al estrés,  la activación de proteínas de supervivencia como 

las chaperonas, las proteínas de unión a calcio y  la inhibición de las proteínas proapoptóticas. 

Hay evidencias que relacionan los procesos excitotóxicos con enfermedades como la EA, 

Parkinson, Huntington y la esclerosis lateral amiotrófica (Mattson, 2003).  

1.3.3.4   Homeostasis del calcio 

       La disminución del estado cognitivo durante el envejecimiento se ha relacionado con la 

disfunción de la homeostasis del calcio sobretodo en el hipocampo (Foster & Kumar, 2002). La 

entrada de calcio en la célula se produce mayoritariamente a través de receptores N-metil-D-

aspartato (NMDA) y los canales de calcio dependientes de voltaje (VOCC de voltage-operated 

Ca2+ channels). En el cerebro envejecido de animales murinos se ha observado un aumento de 

receptores VOCC y una disminución de los NMDA (Toescu et al., 2004). En  estos animales se 
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produce un aumento de la entrada de calcio intracelular a través de los receptores y de la 

movilización del calcio almacenado en  orgánulos como la mitocondria, el retículo 

endoplasmático y el aparato de Golgi (Figura 6 ) (Wojda et al., 2008). Los niveles de calcio no 

se normalizan  a través de los sistemas de buffering que en las neuronas envejecidas están 

disminuidos (Buchholz et al., 2007).   

 
 

 
 

                            Figura 6. Homeostasis del calcio en una neurona sana. Wodja et al., 2008 

El aumento de calcio dentro de la neurona produce un aumento de la hiperpolarización (AHP de 

afterhyperpolarization) después del potencial de acción. También produce un aumento de la 

depresión a largo plazo (LTD de long-term depression)  y una disminución de la potenciación a 

largo plazo (LTP de long-term potentiation) (figura 7). El cambio en el equilibrio LTP/LTD, 

favoreciendo la LTD actúa disminuyendo la transmisión sináptica. Esto puede ayudar a la 

pérdida cognitiva observada en el envejecimiento cerebral (Foster & Kumar, 2002). El aumento 

del calcio intracelular altera el equilibrio de la actividad entre quinasas y fosfatasas 

incrementando la actividad de la calcineurina. La calcineurina defosforila algunas proteínas 

como BAD (de bcl-2 family member protein), CREB (de cAMP response element binding 

protein) y inhibidor-1 (I-1). BAD defosforilada se traslada del citosol a la membrana 

mitocondrial que induce a la apoptosis. CREB defosforilada inhibe su paso al núcleo y está 

asociado a una disminución de la viabilidad celular. La defosforilación de I-1 activa la proteína 

fosfatasa 1 (PP1 de protein phosphatase 1) que defosforila los receptores de glutamato 

(NMDAR, AMPAR) disminuyendo la actividad sináptica. La defosforilación de los receptores 
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NMDA y la proteína CREB disminuyen la plasticidad sináptica en el cerebro envejecido 

(Foster, 2007). 

 

 
 
         Figura 7. Aumento de calcio intracelular y efecto sobre la sinapsis. Foster & Kumar, 2002 
 
 
 

1.3.3.5   Estrés oxidativo 

        El envejecimiento cerebral está asociado con el estrés oxidativo entendido como una 

progresiva pérdida de equilibrio entre las defensas antioxidantes y las concentraciones 

intracelulares de los agentes prooxidantes como las especies reactivas de oxígeno (ROS). Estos 

tipos de radicales libres son los que tienen un mayor impacto en los procesos de estrés oxidativo 

durante el envejecimiento. El estrés oxidativo puede dañar a las células mediante la oxidación 

de los lípidos de sus membranas, sus proteínas y su DNA (Serrano & Klann, 2004). 

1.3.3.5.1   Especies reactivas de oxígeno  

Las especies reactivas de oxígeno (ROS) son sustancias  químicas que contienen uno o más 

átomos de oxígeno  y que son capaces de dar o extraer electrones de otras moléculas. Las ROS 

se pueden dividir en dos grupos: los radicales libres y las especies reactivas de oxígeno no 

radical (tabla 1). 
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             ROS  RADICALES LIBRES 

        O¨2   Oxígeno molecular : diradical 

O2
·¯    Anión superóxido 

OH ·  Radical hidroxilo 

NO·   Óxido nítrico 

             ROS  NO RADICALES  

        1O2           Singlete de oxígeno  

HOCl       Ácido hidrocloruro 

H2O2        Peróxido de hidrógeno 

ONOO¯   Peroxinitrito 

  

                           Tabla 1. Especies reactivas de oxígeno. Juurlink, 1997. 

Los radicales libres son sustancias químicas que presentan uno o más electrones desapareados. 

Su orbital externo puede tener dos electrones por lo que son altamente inestables y tienen 

elevada reactividad. Dos radicales libres pueden compartir sus electrones desapareados para 

formar un enlace covalente. Por otra parte, el radical libre puede ceder su electrón desapareado  

(radical reductor) a un no radical o puede extraer un electrón (radical oxidativo) a otras 

moléculas. (Halliwell, 1989). Según esta definición, el oxígeno molecular es un diradical libre 

que extrae electrones de otros compuestos con los cuales reacciona y esto es motivo de que sea 

un agente oxidante.  

1.3.3.5.2   Bioquímica del ROS 

Anión superóxido (O2
·¯ ): La mayor fuente de anión superóxido (O2

·¯ ) en la célula es la 

mitocondria. Se produce cuando un pequeño número de electrones se escapan prematuramente 

durante la fosforilación oxidativa y se unen al oxígeno molecular (Kovacic et al 2005). También 

puede ser producido por flavoenzimas como la xantino oxidasa (Kuppusamy & Zweier, 1989), 

lipoxigenasa y cicloxigenasa (Kontos  et al., 1985; McIntyre M, Bohr, 1999). Se considera un 

radical menos tóxico que el radical hidroxilo (Nordberg & Arner, 2001).La producción de O2
·¯  

aumenta en el hipocampo de ratas viejas (Antier et al., 2004). La producción de anión 

superóxido en las mitocondrias de cerebro de ratones envejecidos aumenta con respecto a 

animales jóvenes (Miyazawa et al., 2009). 

Peróxido de hidrógeno (H2O2): Se produce cuando la célula intenta detoxificar el anión 

superóxido a través de la enzima superóxido dismutasa (SOD) (reacción a, tabla 2). Una vez 

formado el peróxido de hidrógeno se detoxifica a través de las enzimas antioxidantes catalasa, 

glutatión peroxidasa y peroxiredoxinas (Chae et al., 1999; Miyazawa et al., 2009) (reacción b, 

tabla 2). La acumulación de H2O2 puede sobrepasar la capacidad de las enzimas antioxidantes y 
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producir el radical hidroxilo (Halliwell, 1999) y el ácido hidrocloruro (Winterbourn et al., 

2000). Se ha demostrado que cortes de hipocampo de ratas envejecidas producen más peróxido 

de hidrógeno que las jóvenes (Serrano & Klann ,2004). La cantidad de H2O2  producido por las  

mitocondrias de  cerebro de ratas envejecidas aumenta respecto a las ratas jóvenes (Petrosillo et 

al., 2008). 

Ácido hidrocloruro  (HOCl): Se forma a partir de H+ Cl- y H2O2 y es catalizado por la 

enzima mieloperoxidasa (Rossi et al., 1985) (reacción c, tabla 2). 

        Radical hidroxilo (OH · ): Se puede formar a partir del ácido hidrocloruro con el anión 

superóxido o iones metálicos (Nordberg & Arner, 2001) (reacciones d y e, tabla 2).También se 

puede formar a través de la reacción de Fenton en presencia de metales de transición como el 

hierro y el cobre (reacción f y g, tabla 2)( Liochev & Fridovich, 2002).El radical hidroxilo se 

considera el más tóxico ya que puede atacar proteínas, lípidos y ácidos nucleicos cuando se 

produce cerca de ellos. Las células no presentan mecanismos de detoxificación contra OH ·, su 

defensa principal es evitar su formación. 

     Óxido nítrico (NO· ): Este radical se forma a partir de la oxidación de una arginina a NO· y 

citrulina; esta reacción está catalizada por la óxido nítrico sintasa (NOS). Esta reacción es 

dependiente de calcio-calmodulina y utiliza FMN, FAD y tetraopterina como cofactores 

(Dawson et al., 1994). Se han descrito cuatro isoformas de la NOS: tres de ellas actúan de forma 

constitutiva y corresponden a la nNOS por estar presente principalmente en neuronas, la eNOS  

por su localización inicial en endotelio vascular y la mtNOS por ser mitocondrial ; la expresión 

de la cuarta isoforma requiere la presencia de inductores como las citocinas o el LPS, por lo que 

se le denomina iNOS, se detecta fundamentalmente en células del sistema inmune, aunque pude 

ser inducida  prácticamente en cualquier tipo celular ( Knowles & Moncada ,1994). Los 

cambios detectados en los niveles de producción de NO· en ciertas regiones del cerebro de 

animales viejos podrían ser la base de las pérdidas de memoria y aprendizaje propias de la vejez 

(Noda et al., 1997). En el cerebro envejecido se ha observado un aumento de producción de NO· 

por algunos astrocitos (MacCann et al., 2005). En homogenados de corteza cerebral de ratas 

envejecidas se ha observado una disminución de la producción de NO· en sus mitocondrias y 

una disminución de la nNOS (Bustamante et al., 2008). 

        Peroxinitrito (ONOO¯): El NO· puede unirse al anión superóxido dando lugar al potente 

agente oxidante  peroxinitrito (ONOO¯) (Hwang et al., 2007) (reacción h, tabla 2). A pH 

fisiológico el peroxinitrito se protona para formar ácido peroxinitroso (reacción i, tabla 2) que a 

su vez puede dismutarse dando el radical hidroxilo y el dióxido de nitrógeno (reacción j, tabla 

2). Estos dos radicales tienen un alto poder oxidante. El peroxinitrito también es capaz de 

interaccionar con peróxido de hidrógeno y formar el singlete de oxígeno (reacción k, tabla 2) 
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(Dimascio et al., 1994). Un incremento de peroxinitrito  se ha observado en el hipocampo y 

corteza de ratas envejecidas (Shin et al., 2002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Tabla 2. Reacciones de interconversión de ROS. Poon et al., 2004a 

1.3.3.5.3  Mecanismos de defensa antioxidantes 

        Las células aeróbicas poseen mecanismos de defensa antioxidantes que protegen frente al 

estrés oxidativo. Estos mecanismos de defensa pueden ser enzimáticos o no enzimáticos.  

 Mecanismos de defensa enzimáticos 

         Los enzimas de la familia SOD son la primera línea de defensa antioxidante. Estos 

enzimas destruyen el radical libre superóxido para convertirlo en peróxido de hidrógeno que 

después se  dismutará en agua a través del enzima catalasa o glutatión peroxidasa (GPX). 

(Figura 9). Existen tres enzimas de SODs diferentes con diferente localización celular: la Cobre/ 

Zinc- SOD (Cu/Zn-SOD)  es el enzima mayoritario del citosol; la SOD manganeso (Mn-SOD) 

es un enzima mitocondrial, y la SOD extracelular, localizada también en el fluido 

cerebroespinal  los vasos cerebrales, la linfa y el fluido sinovial (Landis & Tower, 2005). Los 

ratones knock-out de Mn-SOD padecen cardiomiopatía y no sobreviven más de 3 semanas de 

edad. Los ratones knock-out de Cu/Zn-SOD son más sensibles a la toxicidad por paraquat 

aunque presentan fenotipo normal y sólo presentan diferencias cuando sufren traumatismos. 

(Reaume, 1996). La actividad de las enzimas SOD en los cerebros de murinos envejecidos 

 

REACCIONES DE INTERCONVERSIÓN DE ROS 

(a)        2 O2
·¯  + 2 H+                                 H2O2 + O2 

(b)           2  H2O2                                             2 H2O  + O2 

(c)           H++ Cl¯ + H2O2                           HOCl  + H2O 

(d)       HOCl + O2
·¯                                   O2+ OH ·+ Cl¯ 

(e)       HOCl + Fe 2+                                Fe 3++ OH ·+ Cl¯ 

(f)       Fe 2+ +  H2O2                                    Fe 3+ + OH ·+ OH¯ 

(g)       Fe 3+ +  O2
·¯                                       Fe 2+ + O2 

(h)       O2
·¯   + NO·                                         ONOO¯ 

(i)      ONOO¯+  H+                                    ONOOH 

(j)      ONOOH                              OH ·+ NO·
2 

(k)      H2O2 + ONOO¯                             1O2 + ONO¯+ H2O 
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presentan cambios que son controvertidos según el estudio. Se han descrito estudios donde la 

actividad de la Cu/Zn-SOD y la Mn-SOD no se modifican (Sohal et al., 1994; Hamilton et al., 

2001), mientras que en otros estudios se observa una disminución de la actividad  de la Cu/Zn-

SOD (Gupta et al., 1991; Semsei et al.,1991.) y de la SOD total (Ehrenbrink et al., 2006) o un 

aumento de la actividad de la Mn-SOD (McGahon et al.,1999; O’Donnell et al., 2000). En el 

cerebro de ratones envejecidos se ha observado un aumento de la actividad de la Mn-SOD 

(Navarro et al., 2002). En los cerebros de ratones SAMP8 no se han encontrado cambios de 

actividad de la SOD total (Sato et al., 1996) mientras que se ha observado un descenso de la 

actividad de la Cu/Zn-SOD en los cerebros de ratones SAMP1 (Stvolinskii et al., 2003).  

Los enzimas que eliminan el peróxido de hidrógeno convirtiéndolo en agua y oxígeno molecular 

son la catalasa y GPX (Figura 8). El enzima catalasa está localizado principalmente en los 

peroxisomas. Es uno de los enzimas más eficientes conocidos ya que no se satura a ninguna 

concentración de H2O2 (Lledías, 1998). Aunque no es un enzima imprescindible para la vida 

tiene un papel importante frente al estrés oxidativo. La actividad de la catalasa en el cerebro 

también presenta cambios controvertidos. Se ha visto en diferentes estudios con ratas 

envejecidas. Hay estudios en que se observa una disminución de la actividad (Semsei et al., 

1991; O’Donnell et al., 2000) otros que describen un aumento (Sohal et al., 1994; Devi & Kiran, 

2004) y otros estudios donde no se ven cambios significativos (Hussain et al., 1995; Hamilton et 

al., 2001,  Ehrenbrink et al., 2006). La actividad de la catalasa en el cerebro de ratones SAMP8 

está disminuida (Sureda et al., 2006). 
 

 A diferencia de la catalasa, el enzima GPX puede convertir cualquier peróxido, en agua y 

oxígeno molecular. El  GPX se encuentra en el citosol y la mitocondria. La actividad de la GPX 

necesita glutatión (GSH) que se oxida en este proceso. En el cerebro de ratas envejecidas se ha 

visto un aumento de glutatión oxidado (Calabrese et al., 2004).  La GPX depende directamente 

de la actividad de la glutatión reductasa y del estado redox (relación entre NADPH/NADP+) 

para reducir el glutatión oxidado de nuevo a GSH (Ross & Moldeus, 1991). La GPX es la 

mayor fuente de protección ante bajos niveles de estrés mientras que la enzima catalasa protege 

frente a altos niveles de estrés oxidativo (Matés & Sánchez-Jiménez, 1999). La actividad de la 

GPX se ha estudiado en el cerebro de ratas envejecidas  observándose diferencias entre estudios. 

Algunos autores han encontrado un aumento de la actividad (Sohal et al., 1994 & Hussain et al., 

1995) mientras otros autores no han visto cambios (O’Donnell et al., 2000 & Hamilton et al., 

2001). Incluso se ha observado que estos cambios de actividad pueden depender del sexo del 

animal produciéndose un aumento en los machos y una disminución en las hembras (Ehrenbrink 

et al., 2006). En los ratones SAMP8 también hay diferencias en la actividad de la GPX según 

los sexos, ya que disminuye en los machos pero no cambia en el cerebro de las hembras (Sureda 

et al., 2006). 
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   Figura 8. Mecanismos enzimáticos de defensa antioxidantes. www.institutobiologico.com 

Las heat-shock proteins son otras proteínas que ayudan en la defensa antioxidantes entre ellas 

podemos destacar la hemoxigenasa y la ubicuitina. La hemoxigenasa (HO) se encarga de 

catabolizar el grupo hemo dando biliverdina, hierro y CO. Hay tres isoformas: la inducible o 

HO-1, la constitutiva HO-2 y la última descubierta sólo en ratas HO-3 (Goldbaum & Richter-

Landsberg, 2001). En el cerebro predomina la HO-2. La inmunoreactividad a la HO-1 está 

aumentada en neuronas y astrocitos en el envejecimiento cerebral y en las enfermedades 

neurodegenerativas relacionadas con la edad (Iijima et al. 1999; Schipper 2004; Schipper et al., 

2006). La HO-1 se encuentra aumentada en cerebros sometidos a estrés oxidativo y en pacientes 

con Alzheimer (Poon et al 2004b). La ubicuitina es la proteína que marca las proteínas que 

serán degradadas por el proteosoma y protege a la célula contra los daños que produce el 

peróxido de hidrógeno (Poon et al 2004a). 

Mecanismos de defensa no enzimáticos 

 Tanto el NADPH como el GSH pueden participar en los mecanismos no enzimáticos de 

detoxificación de ROS. El NADPH, puede proteger directamente del daño por el singlete de 

oxígeno (Bodaness, 1982). El GSH también elimina ROS directamente, formando el radical 

glutatilo, después dos radicales glutatilo reaccionan para formar glutatión oxidado (GSSG). El 

GSH es capaz de participar en la conjugación no enzimática con algunos productos químicos, 

como es el caso de la n-acetil-p-benzoquinona imina (NAPQI) y el citocromo reactivo P450. 

Los agentes antioxidantes, como el α-tocoferol (Vitamina E) y el ácido ascórbico (Vitamina C), 

reaccionan directamente con el radical hidroxilo para formar compuestos más estables. La 

vitamina E también actúa sobre el radical peróxido lipídico (LOO·) que es reducido dentro de la 

membrana C. La vitamina E se puede regenerar gracias a la vitamina C (Figura 9). Así la 

vitamina E protege de la oxidación de los ácidos grasos poliinsaturados y a las proteínas ricas en 

grupos tiol. (Chan, 1993)  
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                                  Figura 9. Resumen de las reacciones de ROS. Valko et al., 2007

RESUMEN DE LAS REACCIONES DE ROS, SU ACCIÓN Y VIAS ANTIOXIDANTES  

En el esquema de la figura 9 se muestra un resumen de las reacciones que conlleva el ROS, sus 

acciones sobre macromoléculas y algunas vías antioxidantes. Reacción 1: el anión superóxido se 

forma a través del proceso de reducción del oxígeno molecular mediado por NADPH oxidasa y 

xantina oxidasa o la semiubiquinona componente de la cadena de transporte de electrones. 

Reacción 2: El radical superóxido se dismuta por la superóxido dismutasa (SOD) a peróxido de 

hidrógeno. Reacción 3: El peróxido de hidrógeno se degrada más eficientemente por el enzima 

glutatión peroxidasa (GPx) que requiere glutatión (GSH) como donador de electrones. Reacción 4: 

El glutatión oxidado (GSSG) se vuelve a reducir a GSH por el enzima glutatión reductasa (GRed)  

que necesita NADPH como donador de electrones. Reacción 5: Algunos metales de transición 

(Fe2+, Cu+) pueden transformar el peróxido de hidrógeno al radical hidroxilo (reacción de Fenton). 

Reacción 6: El radical hidroxilo puede robar un electrón de los ácidos grasos poliinsaturados (LH) 

y aumentar el radical lipídico (L·) en las cadenas carbonadas de los lípidos. Reacción 7: El radical 

lipídico (L·) puede además interaccionar con la molécula de oxígeno para formar el radical 

peróxido lipídico (LOO·). Si este radical no es reducido por antioxidantes se producen las 

reacciones de  lipoperoxidación  (reacciones 15-23). Reacción 8: el radical peróxido lipídico 
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(LOO·) es reducido dentro de la membrana por la forma reducida de la Vitamina E    (T-OH) 

dando lugar a la formación de hidroperóxido lipídico y el radical de la Vitamina E (T-O·). 

Reacción 9: La regeneración de la Vitamina E por la Vitamina C. Reacción 10: Regeneración de la 

Vitamina E por GSH. Reacción 11. El glutatión oxidado (GSSG) y el radical ascorbilato (Asc ·-) 

son reducidos por el acido dihydrolipoico que pasa a ácido α-lipoico. Reacción 12: Regeneración 

de acido dihydrolipoico a partir de ácido α-lipoico  usando NADPH. Reacción 13: Los 

hidroperóxidos lipídicos son reducidos a alcoholes y dioxígeno por la GPx usando el GSH como 

donador de electrones. Reacciones de lipoperoxidación: Reacción 14: Hidroperóxidos lipídicos 

pueden reaccionar rápidamente con Fe2+ para formar radicales lípido alcóxido (LO·), o en menor 

grado con Fe3+ para formar radicales peróxido (LOO·). Reacción 15: El radical alcóxido (LO·) 

derivado por ejemplo del ácido araquidónico sufre reacciones de ciclación para formar anillos de 

hidroxiperóxidos. Reacción 16: Estos anillos sufren reacciones como β escisiones para formar 4 

HNE. Reacción 17: 4 HNE se transforma en aductos de glutatiol catalizado por la glutatión s-

transferasa (GST). Reacción 18: El radical peroxilo localizado en la posición interna del ácido 

graso puede sufrir una ciclación para formar peróxidos cíclicos adyacentes a un radical de 

carbono central. Reacción 19: Este radical puede ser reducido para formar hidroperóxido o puede 

padecer una segunda ciclación para formar un peróxido bicíclico. Reacción 20: Producción de 

malondialdehído (MDA). Reacciones 21,22, 23: MDA puede reaccionar con bases de DNA como la 

citosina, adenina y guanina dando aductos M1C M1a y M1G. 

 

 1.3.3.5.4   Efecto del ROS sobre macromoléculas en el envejecimiento 

        Efectos sobre proteínas: Las modificaciones químicas que producen las ROS sobre los 

complejos proteicos  pueden ser diferentes distinguiendo si  actúan sobre la cadena polipeptídica 

o sobre los componentes no proteicos. Las modificaciones sobre la cadena polipeptídica pueden 

afectar al enlace peptídico y a las cadenas laterales con residuos de aminoácidos. Las 

modificaciones de la parte no proteica están mejor estudiadas en proteínas que contienen grupos 

hemo. Bajo condiciones de estrés oxidativo las proteínas pierden el hierro lo que conlleva a la 

pérdida de la actividad enzimática. Estos grupos de proteínas incluyen por ejemplo algunos 

enzimas del ciclo de Krebs (Lushchak, 2007). Los grupos tiol de la cadena polipeptídica son 

especialmente susceptibles al ataque oxidativo por ROS (Fridovich, 1986). Por ejemplo, el 

singlete de oxigeno puede oxidar grupos sulfidrilo e inactivar directamente proteínas como la 

glutatión reductasa, la GPX i la Ca 2++ATPasa (Tabatabaie et al., 1994).También se ha 

demostrado que el hipoclorito puede oxidar grupos sulfidrilo alterando la función de las 

proteínas que intervienen en el transporte de glucosa, transporte de aminoácidos y en la 

actividad de la bomba de sodio (Schraufstätter et al., 1990). Todos los residuos de aminoácidos 

son sensibles a la oxidación proteica pero los que contienen el grupo sulfuro (cisteína y 

meteonina) y los grupos ácidos amino aromáticos (tirosina, fenilalanina y triptófano) son los 

más susceptibles a la oxidación (Davies, 1987). También tienen lugar descarboxilaciones y 
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desaminaciones que producen la rotura de la cadena polipeptídica y entrecruzamientos que 

interfiere en la función de la proteína (Dean et al. 1993).Durante el envejecimiento las proteínas 

oxidadas se acumulan y la oxidación de estas proteínas conlleva su pérdida de funcionalidad  

(Stedtman, 1995). Se ha estudiado la acumulación de grupos carbonilos como marcador de 

envejecimiento. Se ha observado un aumento del nivel de grupos carbonilos en la corteza frontal 

y occipital de personas ancianas (Smith et al., 1991). Además también se ha observado este 

aumento en la corteza de envejecidas ratas  (Aksenova  et al., 1998; Cakatay et al., 2001) e 

incluso en homogenados de cerebro de modelos caninos envejecidos (Head et al., 2002). 

También se ha visto este aumento en el cerebro de ratas con problemas de aprendizaje espacial 

(Nicolle  et al., 2001). El aumento de proteínas con grupos carbonilos no se debe sólo a su 

aumento del daño oxidativo en la célula sino a que durante el envejecimiento hay una 

disminución de su degradación ya que se ha comprobado una disminución de la actividad del 

proteosoma. Es decir por una parte aumenta las ROS producidas en la mitocondria durante el 

envejecimiento que actúa sobre proteínas creando enlaces carbonilo (Sohal & Dubey, 1994), y 

por otra parte  las ROS actúan sobre el proteosoma inhibiendo su actividad (Keller et al., 2002). 

Las proteínas no degradadas se acumulan y sus  partes más oxidadas de los residuos 

aminoacídicos que son hidrófobos tienden a unirse y formar agregados de proteínas no 

funcionales (Widmer et al. 2006). La dificultad de aprendizaje que se da con la edad puede estar 

relacionada con la concentración de carbonilos que se dan en la corteza cerebral y la reducción 

de la capacidad motora con la oxidación proteica que tiene lugar en el cerebelo. (Foster et al. 

1996). El nivel de proteínas 3-nitrotirosina es otro marcador de oxidación proteica y se forma 

cuando se nitrosila el anillo aromático de los residuos de tirosina de las proteínas (Butterfield & 

Stadtman, 1997). La nitrosilación de las proteínas lleva a su pérdida funcional y a la alteración 

de sus vías implicadas. (Kanski et al., 2003). El incremento de 3-NT se ha observado en el 

hipocampo y corteza de ratas envejecidas (Shin et al., 2002); en el líquido cefalorraquídeo de 

personas envejecidas (Tohgi et al., 1999) y en la sustancia blanca de la zona subcortical de 

monos viejos (Sloane et al., 1999).  

 
       Efectos sobre los ácidos nucleicos: El ADN también puede ser dañado por ROS. Las ROS 

puede provocar rotura de las cadenas del ADN, deleciones, cambio de bases e incluso 

aberraciones en los cromosomas (Sastre et al., 1999). Por ejemplo el radical hidroxilo puede 

extraer hidrógenos del esqueleto deoxiribosafosfato del ADN dando como consecuencia la 

rotura de la doble hélice. Los radicales hidroxilo también pueden reaccionar con las bases del 

ADN, y a veces dan como resultado mutagénesis por una incorrecta incorporación de las bases 

durante la replicación del ADN (Breen & Murphy, 1995). Las roturas de la cadena de ADN 

también pueden ser debidas a la producción de ácido nítrico seguido de peroxinitrito (Zhang et 

al., 1994). El daño oxidativo provoca mutaciones que se acumulan mayoritariamente en el ADN 

mitocondrial debido a que no está protegido por histonas produciéndose una disfuncionalidad 
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que conlleva a una disminución de la producción de ATP  (Johns, 1995).Un marcador de daño 

oxidativo sobre el ADN que se puede observar en el envejecimiento es el de 8-hidroxi-2'-

desoxiguanosina (8-OHdG) (Wong et al 2006). Se ha observado aumento de 8-OHdG en el 

cerebro de ratas macho envejecidas (Bokov et al., 2004). 

        Efectos sobre los lípidos: Las ROS tienen efectos importantes sobre los lípidos El anión 

superóxido puede de esterificar la membrana de los fosfolípidos con la consecuente liberación 

de ácidos grasos libres (Deby & Goutier, 1990). Los ácidos grasos insaturados son 

inmediatamente oxidados por ROS. El radical hidroxilo puede extraer un átomo de hidrógeno 

de la cadena hidrocarbonada de los ácidos grasos dando lugar a radicales lipídicos (reacción a, 

tabla 3). Normalmente los radicales lipídicos se combinan con el oxígeno para obtener radicales 

peróxidos  (reacción b, tabla 3). El radical peróxido se convierte en hidroperóxido al extraer un 

átomo de hidrogeno del grupo metileno adyacente en la cadena hidrocarbonada, y así se va 

propagando la formación de radicales lipídicos (reacción c, tabla 3) (Braughler & Hall, 1989). 

 

                       PEROXIDACIÓN LIPÍDICA 

a)      LH + H 
·
                            L

·
 + H2O 

b)      L
·
+ O2                                                        LOO

·
 

c)      LH + LOO
·                         

L
·
+ LOOH                  

                                                      
                              Tabla 3. Reacciones de peroxidación lipídica.  Juurlink, 1997.                            
 

El mayor aldehído producto de la lipoperoxidación es el 4- hidroxi-2-nonenal (HNE) (Figura 9). 

Un producto final de la peroxidación del ácido araquidónico es el malondialdehído (MDA).  El 

MDA es mutagénico en bacterias y células de mamífero y carcinogénico en ratas. El HNE es 

menos mutagénico pero es el mayor producto tóxico de la peroxidación lipídica (Valko et al., 

2007). Los niveles de HNE se han visto aumentados en el hipocampo de perros viejos (Hwang 

et al., 2007). Los niveles de MDA se han encontrado aumentados en homogenados de cerebro 

de ratones viejos (Leutner et al., 2001);  en el hipocampo de ratas viejas (Cini & Moretti, 1995) 

y en el citoplasma de las neuronas y los astrocitos del hipocampo de personas envejecidas  (Dei 

et al., 2002).  Las peroxidaciones lipídicas inducen cambios en la fluidez y la permeabilidad de 

las membranas lipídicas y pueden llevar a la pérdida de función de las membranas en la célula.
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2. LA MEMORIA Y EL APRENDIZAJE ESPACIAL 

 

2.1   DEFINICIÓN Y CLASIFICACIÓN DE LA MEMORIA 

        Durante el envejecimiento patológico se da una progresiva pérdida de memoria. La memoria 

es la capacidad mental que posibilita a un sujeto registrar, conservar y evocar las experiencias 

(ideas, imágenes, acontecimientos, sentimientos, etc.). 

La memoria se puede clasificar según su duración en: 

1. Memoria inmediata: Su duración es de unos pocos milisegundos y permite retener datos 

simples como un número de teléfono o un nombre.  

2. Memoria de trabajo o de corto plazo: Se aplica a un proceso activo que está siendo actualizado 

de manera continua por la experiencia de un momento determinado como por ejemplo marcar 

un número de teléfono después de mirarlo en la agenda. Tiene subdivisiones como un registro 

espacio-visual para imágenes mentales y un circuito fonológico para elementos verbales. 

3. Memoria de largo plazo: Almacén donde se guarda la información durante días, semanas, 

meses o años. 

La memoria se puede clasificar según su contenido en: 

1. Memoria declarativa (o explícita): Contiene los hechos del mundo y los acontecimientos 

personales del pasado que es necesario recuperar de manera consciente para recordarlos. Se 

compone de la memoria episódica y la memoria semántica: 

� Memoria episódica: Contiene la información relativa a sucesos acontecidos a lo largo 

de tu historia personal en un momento y lugar determinados.   

� Memoria semántica: Contiene información que no varía, como por ejemplo el número 

de horas que tiene el día o las capitales de provincia de Andalucía. Contiene la 

información cultural del individuo. 

2. Memoria de procedimiento (o implícita): Contiene el aprendizaje y conservación de destrezas 

y habilidades, como peinarse o montar en bicicleta. Estos procedimientos se automatizan y no 

precisan de una ejecución consciente (De la Vega & Zambrano, 2007). 

2.2   CARACTERÍSTICAS DE LA MEMORIA Y EL APRENDIZAJE ESPACIAL 

      Actualmente se considera que las principales regiones involucradas en los pocesos de la 

memoria son los lóbulos frontales y temporales, el tálamo, la circunvolución del cíngulo, los 

ganglios basales, el hipocampo, la amígdala, los cuerpos mamilares del hipotálamo, los núcleos 

anterior y mediodorsal del tálamo, los núcleos del septo y la corteza entorrinal. Estas estructuras se 

relacionan entre sí por medio de una serie de vías: trígono o fórnix, estría terminal, fascículo 

mamilotalámico o de Vicq d’Azyr, comisura anterior, por los circuitos límbicos, formados por un 

componente interno que relaciona distintas estructuras de este sistema. Uno de ellos es el descrito 
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por Papez (1937): hipocampo, fórnix, tubérculos mamilares, núcleos anteriores del tálamo y 

corteza cingulada, considerado habitualmente como un sistema activador de la memoria. Este 

conjunto anatómico está implicado en la adquisición y la evocación, puesto que su lesión bilateral 

ocasiona una amnesia anterógrada masiva y un trastorno retrógrado más limitado  (Casanova-

Sotolongo et al, 2004). 

La memoria  consiste en múltiples mecanismos especializados en codificar, almacenar y recuperar 

información acerca de rutas, configuraciones y localizaciones espaciales (Kessels, 2001). Esta 

memoria puede ser evaluada mediante modelos animales en los que la solución de la tarea depende 

de la información espacial disponible. 

Los estudios de memoria en modelos animales  hacen servir la navegación en los roedores. Los 

roedores pueden adoptar cuatro sistemas de navegación: orientación, guía, cartográfico y de 

integración de ruta (Vicens, 2003). Durante un aprendizaje de orientación, los animales aprenderán 

a emplear programas motores estereotipados y localizaran el camino hacia un lugar aprendiendo 

series de movimientos de orientación. De forma contraria, el aprendizaje de guía se basa en el 

empleo de estímulos señal hacia los que los animales aprenderán a aproximarse por hallarse 

asociados con la meta (Benhamou, 1997). Sin embargo, el aprendizaje cartográfico se basa  en  la 

localización de un lugar con respecto a la configuración de pistas disponibles en el entorno 

circundante y utiliza la relación de distancia, dirección y posición de las pistas estimulares para 

señalizar la ubicación de un objeto. Implica el uso de señales distales con las que los animales se 

forman una representación de su entorno (mapa cognitivo) mediante el que localizan la meta. La 

integración de la ruta  consiste en un proceso de actualización de la información cuando las pistas 

ambientales no ofrecen la suficiente, mediante un sistema interno de referencia basado en el lugar 

de salida antes de iniciar la navegación, por lo que el animal podría utilizar principalmente pistas 

cinestésicas y señales vestibulares (Santín et al, 2000) . Así una estrategia de orientación es 

completamente diferente de una estrategia cartográfica. No obstante aun se desconoce con 

precisión cuáles son los principios que gobiernan las formas de memoria que intervienen en la 

navegación espacial basada en la representación de relaciones entre los objetos del entorno. 

(Matthews & Best, 1997; Rodrigo et al, 1997) Principalmente, podemos establecer que existen dos 

teorías que proponen dos tipos de representaciones diferentes (Kelly, 2007): 

1. La teoría del mapa cognitivo (O’Keefe & Nadel, 1978)  defiende que los animales representan 

relaciones espaciales de tipo topográfico entre los estímulos, y para ello realizan cálculos 

métricos, como la estimación de la distancia y relaciones angulares entre los objetos. 

2. La teoría relacional (Eichenbaum, 1999), propone que la representación del espacio se 

desarrolla mediante una amplia colección de codificaciones en la que se superponen 

determinados rasgos de las representaciones episódicas determinando y restringiendo la 
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representación global de las relaciones espaciales entre las pistas. Ello niega la necesidad de 

formar mapas cognitivos en sentido estricto. 

2.3   EL HIPOCAMPO 

       La memoria declarativa se aprende rápidamente, se necesita gran flexibilidad y en su base 

neuroanatómica está envuelto el hipocampo (McClelland, 1995). Sin embargo la memoria de 

procedimiento se aprende lentamente, es inflexible y su base neuroanatómica son los ganglios 

basales (Knowlton et al 1996). La navegación cartográfica se aprende rápidamente, necesita gran 

flexibilidad y  su base neuroanatómica es el hipocampo (Morris et al, 1982; Redish 1999). Sin 

embargo la navegación de orientación y el aprendizaje de guía se aprende lentamente, es inflexible 

y necesita el núcleo caudado (parte de los ganglios basales) (Packard & McGaugh, 1996). 

   La región hipocampal en humanos parece ser crucial para la memoria declarativa (Cohen & 

Squire, 1980, Vargha-Khadem et al, 1997), independientemente de la modalidad sensorial, y no 

pueden recordarse ni expresarse explícitamente cuando esta región ha sufrido algún daño. (Victor 

& Agamanolis, 1990) 

2.3.1 ESTRUCTURA INTERNA DEL HIPOCAMPO 

        El hipocampo forma parte del sistema límbico y se ubica en el interior del lóbulo temporal 

(Figura 10). Al observar un corte coronal aparece como una estructura en forma de C que protruye 

hacia el cuerno inferior del ventrículo lateral por o que se denomina también como Cuerno de 

Ammón. El hipocampo se relaciona de modo estrecho con el giro dentado adyacente y en conjunto 

integran una estructura en forma de S. Es de color amarillo claro, debido a que está cubierto por 

una capa de sustancia blanca que se llama álveo, que corresponde a fibras mielinizadas, es decir, a 

los axones de las células piramidales del hipocampo. En un corte transversal se ve cómo el álveo se 

continúa con la fimbria. La fimbria es un paquete de fibras piramidales del hipocampo, que se 

continúan con los pilares del fórnix. El hipocampo se encuentra en estrecha comunicación con 

diversas regiones de la corteza cerebral en lo que podría considerarse un sistema, la formación 

hipocámpica. En él se incluyen además del hipocampo,  el giro dentado (GD) y el subículo (Kafifi 

& Bergman, 2006). 

 
       Figura 10. Hipocampo en el cerebro humano. Figura modificada de Squire & Kandel, 2000. 
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       Similarmente en la rata, cuando apartamos el neocórtex posterior y temporal aparece el 

hipocampo como una región alargada en forma de oreja (Figura 11). El hipocampo puede dividirse 

en porción dorsal que está al lado del septo, una porción posterior que comienza a curvarse en la 

zona ventral y lateral y la porción ventral situada en la porción temporal del cerebro. La parte del 

hipocampo visible en su zona dorsal es el hipocampo propiamente dicho mientras que el giro 

dentado está en la zona interna detrás de esta estructura. La fimbria es una larga región compuesta 

de fibras que está en el lateral del hipocampo. El fórnix dorsal (f, Figura 11) que se sitúa cerca de la 

línea media está por debajo del cuerpo calloso (O´Keefe & Nadel, 1978). 

 
 

  
 
          Figura 11. Cerebro de rata con la estructura septo hipocampal. Amoral & Witter, 1995. 

 
                                       

 2.3.1.1   Zonas histológicas 

        El hipocampo tiene una estructura laminar de tres capas (Figura 12), las cuales son: 

 

        Capa oriens o polimórfica: Es la zona más superficial y está constituido por las dendritas 

basales de las neuronas de la capa piramidal y por neuronas intrínsecas pues sus axones no salen 

del hipocampo. Estas neuronas son de diferentes formas y tamaños, y sus axones se arborizan en 

forma de canasto  alrededor de las neuronas piramidales del segundo estrato (células en canasta). 

Liberan  GABA que inhibe a las neuronas piramidales, y cada una de ellas se relaciona con 200 a 

fimbria 
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500 neuronas piramidales. En consecuencia, se cree que el número de neuronas intrínsecas es 

mucho menor que el de las neuronas piramidales (Kafifi & Bergman, 2006). 

          

 

 

                           Figura 12. Estructura laminar del hipocampo. Alcaraz Romero, 2000. 

 

          Capa piramidal: Está formado por dos estratos  (Figura 13): 1) el estrato piramidal dividido 

en los campos CA1 (cuerno de Amón), CA2, CA3 y CA4 o hilus,  en los cuales se encuentran las 

neuronas piramidales, 2) el estrato  radiatum en el que se encuentran las dendritas apicales de las 

neuronas piramidales. (Alcaraz Romero, 2000). Solamente las neuronas del estrato piramidal 

envían sus prolongaciones fuera del hipocampo, de tal manera que son las únicas neuronas que 

están respondiendo a los estímulos que llegan al hipocampo. Sus axones van a constituir el álveo y 

la fimbria, por lo tanto se puede decir que la célula piramidal es una neurona principal o extrínseca, 

en cambio, las neuronas de los otros dos estratos son neuronas intrínsecas, por el hecho de que sus 

axones van a dirigirse a hacer sinapsis con las prolongaciones, con las dendritas de las células 

piramidales, formándoles una especie de canasta alrededor, cuyo rol es liberar un neurotransmisor 

inhibitorio, en el fondo son como controladoras de las células piramidales (Kafifi & Bergman, 

2006). 

 

        Capa molecular: Está formada por dos capas de fibras compuestas de dendritas de células 

granulares, una llamada estratum lacunosum compuesto por la parte más distal las dendritas de las 

neuronas piramidales  (Figura 13) y otra conocida como capa de las fibras tangenciales. (Alcaraz 

Romero, 2000). 
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El giro dentado (GD) también tiene tres capas: 1) la capa molecular que consta de las dendritas 

apicales de las células granulares, 2) la capa granular donde se sitúan las neuronas granulares  3) la 

capa polimórfica que consta de las dendritas basales de las neuronas granulares (Alcaraz Romero, 

2000). 

 

 

                                                                              

 

 

Figura 13. Corte transversal de hipocampo de rata teñido con hematoxilina y eosina 3X; S. García Matas. 

 

2.3.1.2   Conexiones hipocampales 

       La información fluye hacia y a lo largo del hipocampo por medio de tres vías principales 

(Figura 14): 1) la vía perforante que circula desde la corteza entorrinal del giro parahipocampal a 

las células granulares del giro dentado. 2) La vía de las fibras musgosas que va desde las células 

granulares del giro dentado a las piramidales de la región CA3 del hipocampo. 3) La vía colateral 

de Schaffer que proyecta desde las células de región CA3 a las de la región CA1. (Kafifi & 

Bergman, 2006). 

Capa Oriens 

Estrato  Radiatum 
(Capa Piramidal) 

Estrato lacunosum      
(Capa Molecular) 

Estrato Piramidal         
(Capa piramidal) 

Capa granular (GD) 

Capa molecular (GD) 

Capa polimórfica (GD) 
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                      Figura 14. Vías aferentes y eferentes del hipocampo. www.bristol.ac.uk 

 

2.3.1.2.1   Vías aferentes 

        La mayor parte de la aferencia extrínseca a la formación hipocámpica proviene del área 

entorrinal  (área de Brodmann 28) del giro parahipocámpico y, en menor grado, de la zona septal. 

Otras aferencias incluyen las que proceden del hipocampo contralateral, el hipotálamo, la amígdala, 

el tálamo, el locus ceruleus, los núcleos del rafe y el área tegmentaria ventral de Tsai. (Kafifi & 

Bergman, 2006). 

Las principales aferencias del hipocampo llegan al giro dentado y al subículo por dos vías 

principales. La principal aferencia, que  describió por primera vez  Ramón y Cajal, sigue a través 

del área subicular adyacente (la pérfora) en camino hacia el giro dentado por donde entra al 

hipocampo y en consecuencia se denomina vía perforante. (Figura 14) Una aferencia más pequeña 

llega al hipocampo en la superficie ventricular, en donde se forma el alveus (axones de neuronas 

piramidales hipocámpicas) y, por consiguiente, se llama vía alvear. El área entorrinal sirve como 

una compuerta importante entre la corteza cerebral y el hipocampo. La información de muchas 

áreas corticales (cortezas límbica, sensorial de modalidad específica y de asociación multimodal) 

en los lóbulos frontal, temporal, parietal y occipital que trasladan información visual, auditiva y 

somatosensorial converge en la corteza entorrinal y el giro parahipocámpico posterior. A su vez, la 

corteza entorrinal propaga esta información cortical al hipocampo (Martin & Clark, 2007). 

 Hay otra aferencia del giro dentado al área CA3 del hipocampo que es la vía de las fibras 

musgosas (Figura 15). Dentro de la capa piramidal esta la vía colateral de Schaffer que proyecta 

desde las células de la región CA3 a las de la región CA1. La aferencia  que se origina en CA1 va 
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al subículo y forma una eferencia hacia las capas IV y V de  la corteza entorrinal (Martin & Clark, 

2007).  Esta última es la que se daña en grado más intenso en la enfermedad de Alzheimer y es el 

sitio del inicio temprano de la afección. 

 

                                   Figura 15: Circuito hipocampal. Martin & Clark, 2007.  

 

2.3.1.2.2   Vías eferentes 

La eferencia de la formación hipocámpica consiste en axones de neuronas piramidales del área 

CA1 del hipocampo y el subículo (Figura 15). Los axones de neuronas granulosas en el giro 

dentado no tienen conexiones extrínsecas, sino que terminan de modo local como fibras musgosas 

en neuronas piramidales hipocámpicas del área CA3 (Martin & Clark, 2007). El hipocampo y el 

subículo se proyectan a la corteza entorrinal. A partir de este sitio se median impulsos a las áreas 

corticales de asociación límbica, sensorial  específica y multimodal. Otra eferencia mayor del 

hipocampo discurre hacia el subículo. El hipocampo y el subículo contribuyen con fibras al fórnix, 

el tracto eferente de la formación hipocámpica. (Redish, 2001) Las fibras que se originan en el 

subículo conforman el principal componente del fórnix y se distribuyen, a través de su división 

poscomisural, a los cuerpos mamilares del hipotálamo y el núcleo anterior del tálamo. Las fibras de 

origen hipocámpico del fórnix constituyen si división precomisural más pequeña y se distribuyen a 

los núcleos septales, el área medial de la corteza frontal, los núcleos hipotalámicos anterior y 

preóptico, y el estriado ventral (Kafifi & Bergman, 2006). 
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2.3.2    EL HIPOCAMPO Y LA MEMORIA ESPACIAL 

2.3.2.1   Estudio de las bases neuroanatómicas del aprendizaje espacial. 

        Existe amplia evidencia del papel crítico que juega el hipocampo en la memoria declarativa en 

humanos y la espacial en roedores. En 1978, O’ Keefe y Nadel propusieron  que el hipocampo 

podría ser la estructura cerebral a través de la cual se forma el mapa cognitivo que permite al 

animal navegar en el espacio. Los animales realizarían una representación de las relaciones 

espaciales mediante las estimaciones de la distancia y las relaciones entre estímulos. 

Investigaciones posteriores indicaron que esta estructura podría ser importante en la formación del 

engrama, observando que la potenciación a largo plazo (LTP de long-term potentiation) ocurre más 

rápidamente en el hipocampo. Aunque la LTP del hipocampo se ha asociado a diversos tipos de 

aprendizaje, se ha relacionado más claramente con el aprendizaje espacial (D’Hooge & De Dyen, 

2001). Los circuitos del hipocampo son marcadamente plásticos, y esta capacidad está mediada en 

gran parte por procesos de potenciación y depresión a largo plazo. Los mecanismos de plasticidad 

sináptica en el hipocampo son un paso hacia la formación de la memoria a largo plazo y su 

alteración podría subyacer a los déficits de memoria observados en sujetos de edad avanzada 

(Shapiro, 2001). El descubrimiento de O’Keefe y Dostrovsky (1971) sobre la existencia de las 

células de lugar en el hipocampo, las cuales se activan cuando el animal se encuentra en una 

localización concreta dentro de un ambiente,  percibe un estímulo o desarrolla una conducta en un 

lugar concreto (Nadel, 1991) evidencia la importancia de esta estructura en el aprendizaje espacial. 

Estas células son algunas neuronas piramidales de las regiones CA1 y CA3  que disparan 

correlativamente a la posición del animal en el entorno, y se hallan activas durante la exploración y 

la localización de lugares (Weiner et al, 1989). El hipocampo contendría un mapa cognitivo 

formado por células de lugar con el que el animal podría moverse en su entorno. Estas células han 

sido descritas en ratas y ratones y parecen codificar una representación polimodal del lugar (Cho et 

al, 1998), lo que apoyaría la hipótesis de que el hipocampo está implicado en la formación del 

mapa cognitivo (Cain, 1998). Durante el envejecimiento se podría modificar el patrón de activación 

de las células de lugar, aunque los datos no son totalmente concluyentes (Tanila et al., 1997). Los 

estudios donde se ha lesionado el hipocampo han subrayado también el papel crucial del 

hipocampo en la memoria espacial tanto en humanos como en animales. Algunos estudios en 

hombres muestran que el hipocampo derecho participa en la codificación y recuerdo de la memoria 

espacial (topográfica) (Maguire et al., 1998). Otro estudio muestra cambios morfológicos en los 

hipocampos de personas que utilizan en mayor medida su memoria espacial (Maguire et al., 2000). 

Además pacientes con lesiones hipocampales presentan graves dificultades para encontrar la 

plataforma en un test virtual del laberinto de agua (Astur et al., 2002).  Se ha observado que 

estudios de imagen y lesión del hipocampo para actividades de navegación en humanos se 

corresponden bien con los estudios en ratas y primates mostrando como resultado un importante 
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déficit en la navegación espacial. Sin embargo, nuestra comprensión de los mecanismos exactos 

mediante los que se procesa la información espacial no se conocen totalmente, habiéndose 

propuesto distintas hipótesis de trabajo. La teoría del mapa cognitivo (O’Keefe y Nadel, 1978) 

postula que el hipocampo es una estructura clave en la navegación cartográfica. Experimentos con 

el laberinto de agua apoyarían esta teoría, ya que las lesiones tanto del propio hipocampo como de 

otras estructuras de la formación hipocampal causan un grave deterioro en esta tarea. Por otra parte, 

los modelos relacionales inciden en el papel del hipocampo en la formación de relaciones 

complejas y flexibles entre los estímulos, y no solamente en las relaciones meramente topográficas 

(Eichenbaum, 1999). El hipocampo actuaría como instrumento puente que permitiría integrar los 

diferentes rasgos conductuales de la información en sus ambientes (Eichenbaum et al., 1999). Los 

trabajos realizados con el laberinto de agua también sugieren la implicación del sistema 

hipocampal en la formación de asociaciones o representaciones complejas entre los estímulos 

(D’Hooge & De Deyn, 2001). Esta idea concuerda con la evidencia neuroanatómica y 

neurofisiológica que muestra cómo el hipocampo integra múltiples áreas corticales relevantes para 

la percepción y la memoria, e interviene en la codificación de las asociaciones entre las 

características espaciales y temporales de los estímulos ambientales (Kessels et al., 2001). 

 Aunque la formación hipocampal es central para el aprendizaje espacial, el mecanismo 

neurobiológico subyacente a este aprendizaje podría implicar la acción coordinada con otras 

regiones cerebrales. Se ha observado que  los animales con lesión en el hipocampo pueden llegar a 

desarrollar aprendizaje espacial, lo que hace pensar que hay otras estructuras implicadas en este 

aprendizaje (Ramos 2003).  Las células de lugar, aparte del hipocampo, también se encuentran en 

el subículo, lo que indicaría su implicación en la memoria espacial (Calton & Taube, 2009). Ranck 

(1984) descubrió unas células en la corteza parietal que son las células de dirección de la cabeza 

con propiedades complementarias a las células de lugar del hipocampo. Estas células se han 

encontrado en otras zonas del cerebro como el postsubiculum, el tálamo, los núcleos mamilares y el 

núcleo tegmental dorsal (Calton & Taube, 2009). Su actividad parece relacionarse con la 

orientación de la cabeza con respecto al entorno, independientemente de su localización, apoyando 

la hipótesis de que la corteza parietal integra y procesa tanto la información visual como la relativa 

al movimiento, ya que su lesión deteriora la ejecución en tareas espaciales. Una propiedad 

importante de estas células es que son capaces de mantener su actividad aun cuando las pistas 

ambientales se hayan eliminado o las luces se hayan apagado (Taube et al., 1990), ello sugiere que 

las células direccionales, al igual que las células de lugar hipocampales, poseen memoria y no son 

activadas simplemente por la estimulación sensorial, sino que representan algunos aspectos del 

entorno (Poucet, 1993). El hipocampo es importante para la orientación en el espacio y el córtex 

parietal posterior participa en integrar esta información con la ruta planificada (Calton & Taube, 

2009). 



 

 

38 Introducción: la memoria y el aprendizaje espacial 

En la corteza entorrinal se han encontrado dos tipos más de células que localizan el animal en el 

espacio: son las células de red y las células de límite. Las células de red fueron descritas por 

primera vez por Hafting y su equipo en 2005, y son células cuyos patrones de emisión de señales 

funcionan como coordenadas en un mapa y se activan cuando la posición del animal coincide con 

el vértice de una cuadrícula regular de triángulos equiláteros en los que dividimos el espacio. Estas 

células muestran que el córtex entorrinal dorsocaudado medial contiene un mapa neural del 

ambiente espacial bien direccionado, orientado y topográficamente organizado (Hafting et al., 

2005). Las células de límite fueron descubiertas por Solstan y su equipo en 2008, y son células que 

se activan cuando el animal llega al límite de un ambiente, así podrían definir el perímetro del 

ambiente y por ello servir como referencia de marco para los lugares situados dentro, controlando 

la actividad de los otros tres tipos celulares. Estas células de límite suponen menos de un 10 por 

ciento de la población de células locales pero pueden encontrarse en toda la corteza entorrinal 

además de en una región cerebral adyacente, el parasubiculum, donde se mezclan con las células de 

dirección de la cabeza y las células de red (Solstad et al., 2008). 

 De forma colectiva las células de lugar, las células de dirección de la cabeza, las células de red y 

las células de límite constituyen  un circuito que traduce los indicios visuales en información sobre 

la "auto-localización", para que así se pueda comprender y recordar donde se encuentran objetos 

importantes y los animales se muevan en el entorno sin perderse. 

Desde el punto de vista neuroanatómico la contribución de la corteza parietal y en el 

procesamiento de la información espacial podría depender del grado de funcionalidad del 

hipocampo (Thinus-Blanc, 1996). La corteza parietal está implicada en el aprendizaje espacial 

tanto en la localización espacial alocéntrica, relacionada con la formación de los mapas 

cognitivos e implicado en la consolidación de la memoria, como en la egocéntrica basada en la 

propia situación del cuerpo. Además se ha implicado a esta zona en el almacenamiento de la 

información espacial durante largos periodos de tiempo (Kesner 2009; Save & Poucet, 2009) . 

El papel de estas dos estructuras no puede aislarse de otras áreas cuya actividad está implicada 

en la integración y procesamiento que se hace del entorno.  Las lesiones del núcleo accumbens, 

que actúa como una especie de puente entre el sistema límbico y motor  (Ploeger et al., 1994), 

deterioran la ejecución en el laberinto de Morris. También se ha sugerido que el estriado 

intervendría en la organización espacial de la conducta aunque de forma distinta al hipocampo 

(Ahmed, 2008). El estriado sería el sustrato neural de la localización espacial alocéntrica, 

mientras que el núcleo caudado intervendría en la localización egocéntrica (Devan et al., 1996; 

Ahmed, 2008). También se ha implicado el núcleo accumbens en  colaboración con el 

hipocampo y el estriado en las tareas de aprendizaje espacial (Redish & Touretzky, 1997; 

Burgess, 2008). Lesiones en los cuerpos mamilares también deterioran el aprendizaje espacial 

ya que deterioran las señales de las células de dirección de la cabeza (Sharp & Koester, 2008). 
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Las lesiones cerebelosas y de los núcleos basales deterioran la ejecución en el laberinto de agua, 

sugiriendo su implicación en los aspectos procedimentales de la tarea (D’Hoodge & De Deyn, 

2001). Otras regiones cerebrales como el tálamo y la corteza prefrontal  participan en el 

aprendizaje espacial. El tálamo como principal estación de relevo (Conway, 1998) y la corteza 

prefrontal en la planificación y adaptación a las condiciones cambiantes en situaciones 

complejas (Granon & Poucet, 1995). Otros estudios implican varias regiones como el 

presubiculum, el tálamo anterior, la corteza restrosplenial, la corteza parietal y el estriado que 

ayudarían al hipocampo en su función de adquirir , consolidar y almacenar la información que 

requiere el aprendizaje espacial (Moser, 2008). Además el descubrimiento de las células de red 

y de límite demuestran que la corteza entorrinal y el parasubículum ayudan al animal a 

localizarse en el espacio e intervienen en el aprendizaje espacial (Solstad et al., 2008).   

       

    2.3.2.2   Sistemas de neurotransmisión y aprendizaje espacial 

           Diversos sistemas de neurotransmisión han sido estudiados en relación con el aprendizaje y 

la memoria espacial, aunque una inspección detallada de los datos revela que la acetilcolina y el 

glutamato han sido los más investigados (Myhrer, 2003). En general, las manipulaciones 

famacológicas que suprimen la actividad colinérgica (escopolamina, mecamilamina …) producen 

déficits en la ejecución en el laberinto de agua. Sin embargo, los efectos de agonistas colinérgicos 

como la nicotina dependen de distintos factores, como la especie, la dosis, el régimen de 

administración y la duración del tratamiento. En ratas, su administración aguda antes del 

entrenamiento mejora este aprendizaje tanto si presentan déficits, por envejecimiento o lesiones, 

como si son animales intactos (Riekkinen & Riekkinen, 1997; Hodges et al, 1995). Sin embargo en 

ratones NMRI intactos no se ha observado tal mejora tras el tratamiento agudo con nicotina 

(Lamberty & Gower, 1991), aunque en la cepa C57 se ha descrito un incremento de la tasa de 

aprendizaje tras la administración crónica (Bernal et al.1999).  Los sistemas noradrenérgico y 

serotoninérgico pueden mejorar los procesos de memoria espacial mediados por el sistema 

colinérgico. (McNamara & Skelton, 1993). 

El sistema glutamatérgico también interviene en este aprendizaje, ya que los antagonistas de los 

receptores NMDA, incluso a pequeñas dosis, deterioran la adquisición de estas tareas de forma 

específica (Caramanos & Shapiro, 1994; Rinson & Stanton, 1995). Además la LTP en la mayoría 

de las sinapsis del hipocampo depende de la actividad de dichos receptores (Cain, 1998). Se ha 

evaluado el posible papel del sistema dopaminérgico, observándose que al inhibir la transmisión 

dopaminérgica, mediante la administración de neurolépticos, se impide el aprendizaje espacial 

(Ploeger et al., 1994). Además hay evidencias de la modulación dopaminérgica en el 

mantenimiento de la LTP. La fuerte tetanización de la vía colateral de Schaffer produce aumento de 

dopamina en cortes de hipocampo (Frey et al, 1990), y el bloqueo o ausencia de los receptores de 
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dopamina D1-D5 impide la transmisión en CA1 (Matthies et al., 1997, O’Carroll & Morris, 2004). 

La activación del sistema GABA también deteriora la capacidad espacial de los animales (D’Hooge 

& De Deyn, 2001). En cambio el sistema monoaminérgico es necesario para desarrollar la tarea del 

laberinto acuático de Morris pero no para el aprendizaje espacial per se. (McNamara & Skelton, 

1993) 

 

                                                                                                                       

Figura 16. Vías de neurotransmisión en el cerebro. www.analisismusical.com/vías nerviosas & 

         www.colorado.edu. 

 

    2.3.2.3   Cambios en el aprendizaje espacial durante el envejecimiento 

            Los animales viejos adquieren la mayoría de las tareas espaciales más lentamente que los 

jóvenes. No obstante, existe gran variabilidad interindividual, ya que algunos animales viejos 

aprenden esta tarea tan eficientemente como los jóvenes, mientras otros muestran marcado 

deterioro (Gallagher et al., 1993; Wood & Dudchenko, 2003; Winocur et al., 2008). Estudios 

anatómicos y electrofisiológicos confirman que el hipocampo de las ratas envejecidas tienen 

pérdida de sinapsis en el GD, también hay pérdida de sinapsis funcionales en el área CA1 y una 

disminución de la respuesta al receptor NMDA en las sinapsis de  la vía perforante en las células 

granulares del GD. Además hay una alteración de la regulación del calcio en el área CA1. Estas 
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alteraciones pueden perjudicar la plasticidad sináptica  que incluyen déficits en la inducción y el 

mantenimiento de la LTP y la depresión a largo plazo en el hipocampo (Rosenzweig & Barnes, 

2003). La alteración de los mecanismos de plasticidad sináptica del hipocampo podría ser una de 

las causas del deterioro espacial observado en el envejecimiento (Shapiro, 2001). El paradigma de 

navegación espacial parece ser un modelo apropiado para evaluar tales déficits, ya que las 

representaciones del entorno dependen en gran medida de un funcionamiento hipocampal eficiente, 

el cual puede verse deteriorado en el proceso de envejecimiento en humanos y animales (Barnes, 

1998). Al interpretar los déficits espaciales asociados al envejecimiento hay que considerar que en 

el aprendizaje en el laberinto acuático se necesita retener información durante un periodo 

relativamente largo, siendo menores los requerimientos de la memoria reciente, cuyo  déficit es un 

síntoma característico del envejecimiento animal y humano (Bartus, 2000). En estudios virtuales de 

navegación espacial también se ha observado que las personas ancianas también ejecutan peor las 

tareas que las personas jóvenes (Zakzanis et al., 2009). 
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3.  LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 

 

      3.1  DEFINICIÓN 

        La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa progresiva y es la 

demencia más prevalente de la gente mayor de 65 años: afecta al 7-10%  de los individuos mayores de 

65 años y, posiblemente, al 40% de aquellos que sobrepasan los 80 (Wimo et al., 2003). La mayoría de 

los casos de la EA son esporádicos (95%), mientras que solo un 5% tiene un patrón de herencia 

dominante (enfermedad de Alzheimer familiar). La EA se caracteriza clínicamente  por el deterioro de 

la memoria a corto plazo, la afasia (pérdida del habla), apraxia (imposibilidad de realizar movimientos 

coordinados) y agnosia (pérdida de la facultad de reconocer a personas o cosas), sumado a estos se da 

una reducida capacidad de juicio, de toma de decisiones y de orientación,  además de modificaciones 

en el estado de ánimo  y de alteraciones psicóticas y de la conducta (Cummings, 2004; Robert et al., 

2005). Los cerebros de los enfermos de Alzheimer, descritos por primera vez por el neurólogo alemán 

Alois Alzheimer en 1906, presentan placas seniles y ovillos neurofibrilares y se produce una pérdida 

neuronal y atrofia cerebral. El componente mayoritario de las placas seniles es el péptido β-amiloide 

(Aβ) y los ovillos neurofibrilares están formados por la proteína tau hiperfosforilada (Harris & 

Fahrenholz, 2005). La localización de las alteraciones neuropatológicas se sitúan fundamentalmente en  

la corteza cerebral, sobre todo en las áreas temporoparietales, el hipocampo y la amígdala (Walsh & 

Selkoe, 2004).  

3.2   TEORÍAS SOBRE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 

Todavía no se ha establecido con precisión el mecanismo patogénico de la enfermedad. Sin 

embargo, la misma parece ser un trastorno heterogéneo, con interrelación de una serie de factores 

genéticos y adquiridos a lo largo de la vida. Se han formulado diferentes teorías y entre ellas la más 

aceptada es la hipótesis amiloidea.  

3.2.1    HIPÓTESIS AMILOIDEA 

        La hipótesis amiloidea se formuló hace dos décadas y considera que la producción patológica 

de los péptidos de Aβ son la mayor causa de la muerte y disfunción de las neuronas que conllevan a 

la demencia en la EA Este conduciría posteriormente al daño en los axones mediante procesos 

inflamatorios, la alteración en la estructura del citoesqueleto microtubular neuronal y la aparición 

de los cambios neurofibrilares y neurodegenerativos, con el resultado final de la muerte neuronal 

(Hardy & Selkoe, 2002). Factores genéticos o ambientales son los causantes de la desregulación en 

el procesamiento de APP que  es el principio de una cascada de reacciones que llevarán a 

desarrollar la EA. El mal procesamiento de APP lleva a la superproducción de Aβ-42 que llevará a 
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la formación del núcleo de las placas seniles maduras o se depositará en forma de placas difusas. 

La formación de placas seniles activan la microglía y la astroglía, causando daño oxidativo, 

fosforilación y agregación de tau llevando a la pérdida neuronal y disfunción sináptica (Figura 17) 

(Verdile et al., 2004). Además de ser una de las características neuropatológicas de la EA, la 

distribución y el número de placas seniles correlaciona con la pérdida cognitiva en la enfermedad  

(Cummings et al., 1996). Actualmente se estudia cual es la forma de Aβ que tiene un papel 

principal en la enfermedad, si las formas agregadas o las formas solubles de este péptido (Lambert 

et al., 1998; Wash et al., 1999; Hardy & Selkoe, 2002). En estudios recientes sobre el papel del 

péptido amiloide intraneuronal se ha demostrado que contribuye a la patología de la EA facilitando 

la hiperfosforilación de tau, impidiendo la correcta función de la mitocondria  y el proteosoma y 

desencadenando dishomeostasis del calcio y pérdida de la sinapsis nerviosas afectando a la LTP 

(Figura 18) (LaFerla et al., 2007). En estudios con ratones transgénicos 3xTgAD se han visto 

alteraciones cognitivas y no cognitivas asociadas a demencia (síntomas neuropsiquiátricos de 

demencia, BPSD),  a edades tempranas en las que solo se detecta A� intraneuronal (Giménez-Llort 

et al., 2007). 

 

                Figura 17: Hipótesis amiloidea. Verdile et al., 2004.  
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Hay varios estudios que avalan la hipótesis amiloidea. En estudios genéticos se ha visto que 

mutaciones en la presenilina 1 y la presenilina 2 alteran el metabolismo del APP a través de un 

efecto directo sobre la ɣ-secretasa. Además las mutaciones en el gen que codifica para la proteína 

tau da lugar a una demencia frontotemporal con parkinsonismo donde se observan grandes 

depósitos de tau en forma de ovillos neurofibrilares (ONF) pero no se detecta acumulación de Aβ 

ni formación de placas difusas o seniles. Hay datos que sugieren que en la cascada patogénica de la 

EA, la alteración en el procesamiento del APP tiene lugar antes de que se den las alteraciones en 

tau. Así, los ratones transgénicos que sobreexpresan APP y tau humana mutada muestran mayor 

formación de ONF en comparación con los ratones que sólo sobreexpresan tau. Además se ha 

observado que  en cultivos neuronales de hipocampo de ratón la toxicidad del Aβ es dependiente de 

la proteína tau. Otros estudios relacionan cambios en el metabolismo del Aβ  con el riesgo en la EA 

de aparición tardía. (Hardy & Selkoe, 2002). 

 

 

      Figura 18. Efectos patológicos del Aβ intraneuronal. LaFerla et al., 2007. 

 

3.2.1.1  Factores genéticos 

        Las mutaciones génicas causantes de los casos familiares abalan la hipótesis amiloidea de la 

enfermedad. Hasta el momento se han reportado 3 cromosomas implicados en su patogenia: 1, 14 y 

21, aunque actualmente hay estudios que relacionan más cromosomas implicados (Bird, 2008).  La 

primera mutación se describió en el gen de la proteína precursora de β-amiloide (APP) en el 

cromosoma 21 (Verdile et al, 2004). Hasta la fecha se han descrito  dieciséis mutaciones diferentes. 

Todas las mutaciones afectan a los exones 16 y 17, cerca de los lugares implicados en la proteólisis 

de la APP por las diferentes secretasas (Figura 19). Los pacientes con síndrome de Down de más de 
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40 años desarrollan cambios similares a los enfermos de EA porque la trisomía del par 21 

proporciona a las víctimas una doble "dosis" del programa genético productor de EA (Bird, 2008).  

Las mutaciones en los genes de la presinilina 1 (PS1) en el cromosoma 14 y de la presinilina 2 

(PS2) en el cromosoma 1 también están relacionados con una forma dominante de EA. Las 

presinilinas son proteínas transmembrana del RE y el aparato de Golgi. La PS1 contiene 467 

aminoácidos  y la PS2 contiene 448 aminoácidos,  muy conservados entre especies. Se conocen 

más de 50 mutaciones en la PS1 y dos mutaciones en la PS2 que llevan a las mismas disfunciones 

que las mutaciones en APP alterando el procesamiento del APP y liberando más Aβ-42. La 

interacción entre APP y las presinilinas en el RE  interviene en la producción de Aβ-42 (Czech, 

2000). 

  

                  Figura 19: Mutaciones en genes involucrados en AD. Sangram et al., 2002. 

En los casos esporádicos de la EA se ha establecido la influencia de diversos genes. En el 

cromosoma 19  se encuentra el gen de la apolipoproteína E (ApoE), implicado tanto en las formas 

familiares de comienzo tardío, como en la EA esporádica (Lovestone & McLoughlin, 2002). La 

posesión, por herencia, del alelo 4 del gen ApoE, en el cromosoma 19 parece ser uno de los 

factores mejor caracterizados para posibilitar la aparición de la EA. La ApoE es una proteína 

plasmática implicada en el transporte del colesterol y otros lípidos en los diferentes tejidos. Es 
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sintetizada primariamente por el hígado y el cerebro, y constituye la principal apolipoproteína 

expresada en el tejido cerebral, preferentemente en la glía. El gen apoE tiene 3 isoformas E2, E3 y 

E4. La más frecuente es la E3 (constituye el 78 % de los alelos presentes en población caucasiana) 

y la menos frecuente es la E2 (constituye el 7 %). Se ha observado que el E4 (15 % de alelos en 

población caucasiana) aumenta el riesgo de padecer la EA mientras que el E2 probablemente 

reduce el riesgo o es un gen protector. Sin embargo, muchas personas con EA no tienen el gen tipo 

E4 de la misma manera que otras personas con el gen E4 no desarrollan la enfermedad.  

Se están estudiando otros genes ligados a padecer EA en los cromosomas 2, 7, 9, 10, 12, 15 y19. 

(Bird, 2008)  

 

3.2.2    HIPÓTESIS TAU 

       Aunque la hipótesis amiloidea es la  más aceptada hay otras hipótesis que pretenden explicar la 

EA. Mientras los defensores de la hipótesis amiloidea defienden el papel central del Aβ en la 

patogenia de la EA (Hardy & Selkoe, 2002) otros investigadores defienden la hipótesis tau que  

propone los ONF como los elementos más importantes de la enfermedad (Mudher & Lovestone, 

2002). Para respaldar la hipótesis Tau hay estudios que indican que las alteraciones cognitivas en 

los enfermos de Alzheimer están directamente asociadas a la hiperfosforilación de tau (Delacourt, 

2005). 

  La hipótesis de tau propone que la unión de tau a los microtúbulos está alterada por un aumento 

en la fosforilación de tau que puede ser debida directamente a mutaciones en el gen de esta 

proteína. Una disminución de la proteína tau unida a microtúbulos aumenta la proteína tau libre que 

bajo las condiciones apropiadas se autoagrega formando filamentos apareados helicoidales. La 

pérdida de la unión de tau a los microtúbulos da como resultado la pérdida de la función de los 

microtúbulos. El proceso de la agregación de tau en ausencia de mutaciones no es conocido pero 

puede ser el resultado del incremento en la fosforilación, la acción de proteasas o la exposición a 

polianiones como los glicosaminoglicanos (Figura 20)  (Mudher & Lovestone, 2002).  
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 Figura 20. Hipótesis tau. Mudher & Lovestone; 2002 

 

 

 Estudios recientes sugieren una nueva vía de señalización que relacionaría la hipótesis amiloidea y 

la hipótesis de tau en una misma cascada de alteraciones bioquímicas, es la hipótesis de 

señalización de wnt. La alteración de esta vía disminuye el metabolismo no amiloigénico del APP 

que conlleva a la sobreproducción de Aβ. El Aβ  activa diversas quinasas entre ellas la glicógeno 

sintetasa kinasa (GSK3), que pueden causar la hiperfosforilación de tau (Figura 21) (Ávila & 

Hernández, 2007; Hooper et al 2008; Mudher & Lovestone, 2002). 

 

 

                                           Figura 21. Vía wnt. Mudher & Lovestone, 2002.  
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3.2.3    HIPÓTESIS COLINÉRGICA 

       Las alteraciones histopatológicas en la EA se producen siguiendo un patrón característico, en 

el que determinadas zonas cerebrales y poblaciones neuronales resultan afectadas siguiendo un 

orden determinado. Los cambios tienden a comenzar en el lóbulo temporal medial, a través de la 

corteza de asociación, desde allí se proyectan hacia el núcleo basal de Meynert (Whitehouse, 

1982), la fuente primaria de neuronas colinérgicas, para seguir luego las proyecciones de éste hacia 

el hipocampo y la corteza frontal, parietal y occipital. Así, a mediados de los años 70, se demuestra 

un déficit específico de las enzimas colinoacetiltransferasa (ChAT) y acetilcolinesterasa en el 

material proveniente de la autopsia de pacientes con EA, y se establece una correlación entre el 

déficit colinérgico y la disfunción cognitiva. La enzima ChAT es esencial para la síntesis de 

acetilcolina (ACh) y se relaciona con la deficiencia del neurotransmisor en el origen del proceso 

mórbil. En la década de los 80, se describe una pérdida de neuronas colinérgicas en los núcleos 

basales y se publica que existen correlaciones entre la pérdida de neuronas en los núcleos basales, 

el déficit de ChAT y las placas neuríticas. Todos estos datos permiten formular la «hipótesis 

colinérgica» sobre la fisiopatología de la EA (Bartus et al., 1982) que postula la existencia de una 

relación entre la lesión de tipo degenerativo de la transmisión cerebral colinérgica y los síntomas 

más precoces de la EA, especialmente las alteraciones cognoscitivas, memoria y aprendizaje 

(García, 2002). En estudios más recientes se ha observado además de un descenso en el número de 

neuronas colinérgicas una disminución en el número de receptores colinérgicos en las neuronas de 

la corteza cerebral de individuos posmortem. Esta disminución también se ha observado in vitro 

tras la exposición a Aβ (Wevers et al., 2000). Además de los cambios en la actividad de 

acetilcolinesterasa se ha observado que esta enzima puede potenciar la agregación de Aβ y su 

neurotoxicidad (Bartolini et al., 2003; Dumont et al., 2006). 

3.3  FACTORES DE RIESGO Y DESENCADENANTES 
         
        Hay factores de riesgo que pueden contribuir  a desencadenar la enfermedad y cursan con la 

misma como la inflamación y el estrés oxidativo. Además  el envejecimiento es el factor de riesgo 

más importante junto con sus  cambios metabólicos como son la hipercolesterolemia y la diabetes. 

 

3.3.1 LA EDAD 

        En la actualidad la edad es el principal marcador de riesgo de la EA, de tal forma que la 

prevalencia de la enfermedad se duplica cada 5 años a partir de los 60 años de edad; pasa del 1% 

entre los 60 y los 65 años al 4.3 % a los 75 años, hasta llegar al 28.5% a los 90 años (Barranco-

Quintana, 2005). 
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           3.3.2     HIPERCOLESTEROLEMIA 

          En la EA también se plantea que existe una relación entre deposición amiloide y 

colesterolemia. Mediante la utilización de un modelo de ratón transgénico de amiloidosis, se 

demostró que la hipercolesterolemia inducida por la dieta daba como resultado una dramática 

aceleración de los cambios bioquímicos y neuropatológicos en el ratón transgénico y se detectó un 

incremento en la concentración y deposición del péptido Aβ en el SNC ( Refolo et al, 2000). Otros 

investigadores también fundamentaron la conexión entre el colesterol elevado y la patología 

amiloide in vivo. En un estudio donde se emplearon ratones transgénicos con el gen del APP, que 

expresa la mutación de EA familiar Suiza, el incremento del colesterol dietético condujo a 

reducciones en los niveles cerebrales de fragmentos de APP solubles (sAPP) y Aβ en cerebro que 

correlacionaron negativamente con los niveles de colesterol en suero (Howland,1998). Esta 

reducción en los sAPP  conllevó al procesamiento amilogénico del APP y finalmente una 

producción incrementada de Aβ. Estos resultados demuestran que el procesamiento de APP y el 

nivel de péptidos Aβ pueden ser modulados in vivo por la hipercolesterolemia y sustenta las 

evidencias de que el colesterol juega un papel en la formación del amiloide (Pappolla, 2002). Dos 

estudios epidemiológicos sugieren que altos niveles de colesterol en la década de los cuarenta 

puede ser un factor de riesgo para la EA aunque otros estudios no han reproducido estos resultados 

(Notkola et al., 1998; Kivipelto et al., 2001). En otros estudios se ha observado que  la 

administración de estatinas reduce el riesgo de padecer EA (Sjögren et al., 2006). 

3.3.3  DIABETES 
 

         Aunque no todos los diabéticos tipo 2 llegan a desarrollar la EA y no todos los pacientes con 

Alzheimer son diabéticos, estudios en poblaciones extensas han demostrado que, comparados con 

los individuos sanos de la misma edad y sexo, los que padecen diabetes tipo 2 tienen el doble de 

probabilidades de desarrollar la EA. La razón de esta asociación no es conocida, aunque las 

sospechas iniciales se han centrado en los problemas cardiovasculares provocados por la diabetes, 

los cuales podrían contribuir a la demencia de la EA a través de bloqueos de la circulación cerebral 

(Luchsinger, 2008). Por otro lado, las personas con diabetes tipo 2 presentan una característica 

resistencia a la acción de la insulina. Como compensación, el páncreas libera más insulina, y la 

consecuencia de este mayor nivel de insulina en sangre sería una inflamación que podría contribuir 

a la lesión cerebral de la EA, incluso a través de su intervención en la formación de las placas de 

amiloide (Craft, 2007). La insulina puede regular directamente la plasticidad sináptica implicada en 

el aprendizaje y la memoria. La desregulación de las vías de señalización de la insulina en el 

cerebro se ha relacionado con la EA. Además la insulina participa en la regulación del metabolismo 

del péptido amiloide y de tau promoviendo la formación de placas y ovillos (Biessels et al., 2005). 



 

 

50 Introducción: la enfermedad de Alzheimer 

En otro estudio reciente en el que se han incluido 1.173 individuos de 75 años o más, se ha 

encontrado que incluso en las personas con diabetes incipiente poco manifiesta, la probabilidad de 

desarrollar EA se eleva en un 70%, y esta probabilidad se eleva aún más si el individuo padece 

hipertensión arterial (Xu et al., 2007). 

 

3.3.4  INFLAMACIÓN  
 
          En los cerebros de los enfermos de la EA se ha encontrado una reacción inflamatoria crónica 

local en la que no interviene la reacción antígeno-anticuerpo. En esta inflamación local intervienen 

más de 40 sustancias inflamatorias producidas por las neuronas, los astrocitos y las células 

microgliales locales, y se activa el sistema del complemento. Las siguientes sustancias relacionadas 

con la inflamación cerebral aparecen en los depósitos de amiloide de la EA: 1) proteínas del 

sistema del complemento de C1 a C9, 2) inhibidores del complemento, 3) reactantes de fase aguda: 

proteína reactiva C, componente P de amiloide, α1-antiquimiotripsina,  α1-antitripsina, α2-

macroglobulina, pentraxina neuronal, 4) citocinas y factores de crecimiento: interleucina1, 

interleucina 6, proteína quimioatrayente de monocitos 1, molécula asociada al crecimiento ligadora 

de heparina, TGF-β1, cistatinas, factor de crecimiento básico de fibroblastos, 5) sistemas de la 

trombina y la plasmina, 6) sustratos para receptores de lipoproteínas: lipoproteinlipasa, apoE, 

receptor de lipoproteína de baja densidad, lactoferrina, 7) otros: proteínas de choque de calor, 

proteoglicanos, comogranina, molécula de adhesión celular 1, kalicreína y catepsinas (Toledo, 

2006). Es probable que esta reacción inflamatoria se ponga en marcha como respuesta a alguna 

agresión, como la alteración en el equilibrio entre la producción y la degradación de Aβ y el 

depósito de sustancias que la microglía trata de digerir, activándose y activando a su vez el sistema 

de complemento (Blasko et al., 2004). Recientes experimentos demuestran que los mediadores 

inflamatorios promueven el proceso de APP aumentando la regulación de beta secretasa 1 (Heneka 

& O’Banion, 2007). La manifestación estructural más obvia de la inflamación en los tejidos 

afectados por la EA es la activación de abundantes células de la microglía. Las células de microglía 

rodean los depósitos de amiloide de la placa senil y esta interacción estimula su activación, tras la 

cual la microglía fagocita y degrada los depósitos de Aβ. Los astrocitos también se activan y 

secretan mediadores proinflamatorios como la proteína S100β incrementando la inflamación local 

(Rogers, 2008).  La importancia de la inflamación en la patogénesis de la EA está indirectamente 

confirmada por investigaciones epidemiológicas que muestran una disminución de la incidencia de 

la EA en personas usando antiinflamatorios, especialmente los antiinflamatorios no esteroidales 

(Zilka et al., 2006).   

  3.3.5    ESTRÉS OXIDATIVO 

       Unas de las características comunes en las enfermedades neurodegenerativas son la relación 

entre el estrés oxidativo y la apoptosis neuronal. En la fisiopatología de la EA se conoce que el estrés 
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oxidativo desempeña un rol importante. Los radicales libres en exceso peroxidan la membrana 

lipídica, oxidan proteínas y como consecuencia dañan la membrana plasmática y las proteínas del 

citoesqueleto, además de afectar el RNA y DNA nuclear. En el cerebro, el intenso proceso 

metabólico, las bajas concentraciones de glutatión y catalasa, y el aumento de la proporción de 

ácidos grasos poli-insaturados condicionan que el tejido cerebral sea muy susceptible al daño 

oxidativo (Gibson & Huang, 2005; Smith, 1996)  

La mayoría de los estudios han demostrado un aumento de los marcadores de peroxidación lipídica 

en los cerebros de los pacientes con EA, incluidas las sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico 

(TBARS), MDA (Marcus et al., 1998; DiClero, 2000), HNE (Markesbery & Lovel , 1998) y algunos 

isoprostanos (Practico, 1998), especialmente en el córtex temporal y el hipocampo. La fluidez de la 

membrana mitocondrial está disminuida en el córtex cerebral de los pacientes con EA, dato que 

parece deberse a un aumento de los procesos de peroxidación lipídica (Mecocci et al, 1997). Además 

se ha observado que la peroxidación lipídica precede a la formación de placas amiloides (Pratico, 

2001). Hay un aumento de proteínas oxidadas en la corteza frontal de pacientes con EA (Carney et 

al, 1994), en la corteza parietal inferior y en el hipocampo (Hensley et al., 1995) coincidiendo con 

zonas ricas en placas seniles. Mecocci et al (1994) describieron un aumento de la concentración del 

indicador del daño del ADN 8-hidroxi-2-deoxiguanosina (8-OHdG) en el lóbulo parietal de los 

pacientes con EA. En algunos estudios también se ha visto un aumento de la oxidación de algunas 

bases del ADN en la corteza parietal, temporal, occipital y frontal y en el hipocampo (Gabbitta et al., 

1998), que incluso puede estar presente en los estadios iniciales de la EA (Nunomura et al., 2001) y 

que parece ser mayor en los ovillos neurofibrilares, las neuritas distróficas y los astrocitos reactivos 

(Iida et al., 2002). 

Hay  una acumulación de hierro y de aluminio en las placas seniles (Jellinger et al., 1990) y en los 

ovillos neurofibrilares (Good et al., 1992), que podría contribuir al estrés oxidativo (Pappolla et al., 

1992). La homeostasis del zinc (Zn) y cobre (Cu) está desregulada en la EA y esto afecta al 

metabolismo de la APP dando lugar a procesos neurotóxicos. En 1990 Ashley Bush descubrió que 

el Zn (II) y Cu (II) inducían agregación de Aβ, y que en su ausencia las placas seniles en muestras 

de tejidos celulares se disolvían. Fue establecido que la combinación de Aβ con iones metálicos 

genera peróxido de hidrógeno y origina radicales hidróxilos que ocasionan daño oxidativo en el 

cerebro (Multhaup et al., 2002). 

En los ovillos neurofibrilares de pacientes con EA se ha detectado nitrotirosina, pero no en los 

cerebros de los controles sin dichas estructuras, lo que implica al NO y a la formación del radical 

libre peroxinitrito en la patogenia de la EA asociada al estrés oxidativo (Smith et al., 1997). La 

nitrotirosina se ha detectado en las neuronas, los astrocitos y los vasos sanguíneos de los pacientes 

con EA y no en los controles, y se colocaliza con la expresión anormal de NOS neuronal en las 

células corticales piramidales (Luth et al., 2002).  
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Los fragmentos 1-42 y 1-40 de Aβ humana son capaces de generar por sí mismos una producción 

de peróxido de hidrógeno por un mecanismo que involucra la reducción de Fe3+ o Cu2+ mediante la 

reacción de Fenton (Huang  et al., 1999). El fragmento 25-35 de proteína amiloide es capaz 

también de inducir un daño oxidativo al ADN mitocondrial (Bozner et al., 1997), así como inducir 

la muerte neuronal apoptótica, que es mediada por el peróxido de hidrógeno, HNE y caspasa-3 y 

que puede ser prevenida por vitamina E y N-acetilcisteína (Velez-Pardo et al., 2002).Otros estudios 

han demostrado, después de la exposición de células a proteína Aβ, un deterioro en la homeostasis 

del calcio, al cual le sigue la oxidación de las bombas de calcio de membranas. El incremento del 

calcio intracelular conduce a la activación de la NOS neuronal y, consecuentemente, aumenta la 

concentración del NO intracelular, este reacciona con el anión radical superóxido, proveniente de la 

cascada del ácido araquidónico, de la mitocondria o de la conversión de xantina deshidrogenasa  a 

xantina oxidasa, dando lugar al peroxinitrito (ONOO-). Este último puede dar lugar a formas 

transicionales activas con potenciales reactivos comparables al radical hidroxilo. La demostración 

de la peroxinitración extensiva de proteínas en el cerebro afectado por la EA sugiere el papel 

patológico del ONOO- en esta enfermedad. (Canzoniero & Sneider, 2005; Scorziello, 2004).  En 

modelos de ratones transgénicos de EA con aumento de la expresión de la APP y en otros modelos 

experimentales se ha observado aumento del daño oxidativo (Smith et al., 1998), de la 

peroxidación lipídica que precede a la formación de la placa amiloide (Drake, 2003) , de la 

producción de nitrotirosina (Matsuoka et al., 2001) y de la expresión de Cu/Zn-SOD y de 

hemoxigenasa-1 en los alrededores de los depósitos de amiloide  (Pappolla et al. 1998). También se 

ha descrito aumento del estrés oxidativo en los ratones transgénicos con mutaciones de presenilina-

1 (LaFontaine, 2002). 

La mitocondria constituye uno de los compartimentos celulares más susceptible a sufrir daño 

oxidativo. En particular, el ADNmt, por su proximidad a la cadena de transporte de electrones, la 

carencia de histonas protectoras y de mecanismos eficientes de reparación es un blanco potencial 

para el impacto de las especies reactivas derivadas del oxígeno y el nitrógeno. En este sentido, se 

han observado altos niveles de mutaciones en el ADNmt del lóbulo temporal de pacientes con EA, 

que a su vez mostró niveles elevados de daño oxidativo (Mecocci et al., 1994). La toxicidad del Aβ 

involucra directamente a la mitocondria (Yan & Stern, 2005)  y su agregación incrementa los 

niveles intracelulares de Ca2+ y de NO en astrocitos (Canevari et al. 2004; Sultana et al., 2006)  

 

 

 

 

 

 



 

 

53 Introducción: la enfermedad de Alzheimer 

3.4   NEUROPATOLOGÍA DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 

3.4.1   ASPECTOS MACROSCÓPICOS 

       La atrofia cerebral aparece prácticamente siempre en las fases clínicas de la enfermedad de 

Alzheimer y afecta preferentemente al lóbulo temporal, incluyendo las regiones entorrinal y subicular, 

así como el hipocampo, y la amígdala. Los lóbulos parietales y frontales están menos alterados. La 

atrofia afecta a la corteza cerebral, que parece más delgada y con circunvoluciones atróficas, y a la 

sustancia blanca; se caracteriza, además, por una dilatación de los ventrículos, más marcada en las 

astas temporales. La atrofia es generalmente simétrica, pero también puede haber atrofia lobular 

frontal, temporal u occipital asimétrica. La atrofia cerebral suele ser más grave en las formas 

familiares de inicio precoz que en las formas esporádicas de inicio tardío. El grado de atrofia cerebral 

se relaciona con el progreso de la enfermedad (Ferrer-Abizanda, 2006) (Figura 22). 

 

 

 
 
Figura 22: A) Cerebro sano  B) cerebro con la Enfermedad de Alzheimer C) Imagen comparando los 
hemisferios cerebrales de un hombre sano y un paciente con la enfermedad de Alzheimer. Bird,  2008.  
 
 

3.4.2   ASPECTOS MICROSCÓPICOS 
 
      A nivel microscópico, la patología incluye la aparición de ovillos neurofibrilares, placas seniles 

o neuríticas, depósitos de amiloide en vasos sanguíneos y meníngeos, degeneración gránulo-

vacuolar en neuronas piramidales del hipocampo, gliosis reactiva, aumento de las células de la 

microglía y acúmulos de lipofucsina. Además de todas estas marcas histopatológicas se ha descrito 

la presencia de los llamados cuerpos de Hirano (Hirano, 1994). Los cuerpos de Hirano son 

A) 

B) 

C) 
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inclusiones citoplasmáticas descritas en una variedad de enfermedades neurodegenerativas que 

producen lesiones persistentes, caracterizadas por la presencia de filamentos de actina y otras 

proteínas asociadas, entre las que se encuentra la proteína tau (Maciver & Harrington, 1995). Los 

hechos distintivos de la EA, aunque no exclusivos, son los relacionados con los depósitos del 

péptido Aβ y con los depósitos intracelulares de proteína tau fosforilada. Los depósitos de Aβ 

aparecen como parenquimatosos difusos o focales: placas seniles (principalmente placas difusas, 

placas primitivas y placas neuríticas), depósitos difusos subpiales y perivasculares; y angiopatía 

amiloidea en los vasos cerebrales y de las meninges (Figura 23). La patología tau se manifiesta en 

neuritas distróficas alrededor de los depósitos de Aβ en las placas neuríticas, en neuronas con 

degeneración neurofibrilar (ovillos neurofibrilares o tangles), en neuronas aisladas con depósito de 

tau pero sin formación de fibrillas (pre-tangles), y en prolongaciones neuronales denominados 

hilillos del neuropilo (Duyckaerts & Dickson, 2003) (Figura 23). Además, la pérdida neuronal es 

un fenómeno progresivo en la evolución de la EA, y con toda probabilidad directamente 

responsable del deterioro cognitivo (Holf et al., 1999). Estudios cuantitativos han confirmado que 

la pérdida neuronal está muy marcada en la corteza entorrinal, en la corteza temporal, en el córtex 

parietal, especialmente en las capas II y III, y en la región CA1 del hipocampo. Otras regiones que 

presentan pérdida neuronal son la amígdala, el núcleo basal de Meynert, el locus ceruleus y los 

núcleos del rafe. Las alteraciones sinápticas son importantes en la EA. Por una parte, hay una 

pérdida de dendritas en las neuronas piramidales de la corteza cerebral y del hipocampo. Por otra, 

se ha observado una importante reducción  en la expresión de proteínas asociadas a la vesícula 

sináptica y, en menor medida, a la membrana presináptica (Masliah & Salmon, 1999). 

 

                  Figura 23. Modelo de patogénesis de la enfermedad de Alzheimer. Selkoe, 2004. 
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FORMACIÓN DE PLACAS SENILES Y OVILLOS NEUROFIBRILARES 

En la figura 23 vemos el proceso de formación de placas seniles; este proceso comienza cuando  las moléculas 

de APP en la membrana plasmática o de las vesículas intracelulares  son procesadas por la β-secretasa (BACE) y 

el complejo presinilina-ɣ-secretasa (PS-ɣ) para liberar la región Aβ. Una parte de los péptidos Aβ pueden 

oligomerizarse, inicialmente intravesicularmente y puede ser liberado al líquido intersticial donde puede 

interferir con la sinapsis nerviosa. Los oligómeros de Aβ pueden polimerizarse en fibrillas de betamieloide y 

agregarse formando placas seniles provocando la disfunción de los axones y dendritas adyacentes. Además hay  

formación de ovillos neurofibrilares (tangles) a través de la activación de kinasas en el citoplasma neuronal  

provocando la hiperfosforilación de la proteína tau asociada a microtúbulos que se desorganizan al desprenderse 

de la proteína tau. La proteína tau fosforilada polimeriza en filamentos insolubles, se agrega y forma los ovillos 

neurofibrilares. Las placas seniles provocan la activación de la microglía y los astrocitos generando un proceso 

inflamatorio local que contribuye a la neurotoxicidad.  

 

3.4.2.1   Los depósitos de beta-amiloide 

       Las placas neuríticas: Tienen una zona central densa de amiloide compuesta principalmente de 

Aβ40 rodeada por una zona más difusa compuesta principalmente de Aβ42, su  tamaño varia de 10 a 

120 μm y también varia su grado de compactación. Se encuentran asociadas  a axones y dendritas 

dañadas. Estas neuritas se encuentran dilatadas, presentan formas tortuosas y anomalías 

ultraestructurales como lisosomas anormalmente alargados y muchas mitocondrias y filamentos 

fosforilados compuestos principalmente por proteína tau fosforilada. Estas placas se encuentran 

estrechamente asociadas a microglía activada y astrocitos reactivos (Selkoe, 2001) (Figura 24). 

                       

 

  Figura 24: Placas neuríticas de un enfermo de la enfermedad de Alzheimer teñidas con el anticuerpo 
anti-Aβ clon 4G8. A) Objetivo de 20X; B) Objetivo de 40X. S. García Matas. 
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Las placas difusas: son depósitos difusos parenquimatosos de Aβ42 y tienen un tamaño variable 

de pocas micras a un centenar de micras de diámetro, y muestran contornos irregulares. Estas placas 

no contienen neuritas distróficas, aunque sí pueden estar atravesadas por procesos neuríticos. Se 

desconoce si las placas difusas son precursoras o no de las placas neuríticas. Se ha observado un 

aumento de inmunorreactividad para las distintas proteínas relacionadas con las sinapsis en las placas 

difusas, incluyendo sinaptofisina, SNAP-25, así como proteína priónica celular (PrPc ), factores de 

transcripción (Myc, NFk-B) y canales iónicos. Todo ello nos hace pensar que las placas difusas no son 

inocuas, ya que se acompañan de cambios que pueden afectar a la función sináptica. Se desconoce si 

estas modificaciones son coincidentes, primarias o secundarias al depósito de Aβ42 (Ferrer-Abizanda, 

2006) (Figura 25). 

 

Figura 25: Placas difusas de un enfermo de Alzheimer teñidas con el anticuerpo anti-Aβ clon 4G8. 
Objetivo de 40X. S García Matas. 
 

Los depósitos difusos subpiales: se encuentran frecuentemente en el presubiculum y en la corteza 

entorrinal, pero también en otras regiones. Se componen principalmente de formas mutadas 

aminoterminales de péptido Aβ y contienen Aβ42 (Ferrer-Abizanda, 2006). 

Las placas algodonosas: son globulosas, difusas y con pocas neuritas distróficas. Son 

inmunoreactivas a Aβ42 y aparecen acompañando a las placas difusas y a la angiopatía amiloidea 

grave, pero son particularmente llamativas en la EA familiar de inicio precoz asociadas a mutaciones 

de PS1 en el exón 9 (Ferrer-Abizanda, 2006). 

La angiopatía amiloidea: afecta a los vasos de las meninges y a los de la corteza cerebral, y es 

extraño que aparezca en la sustancia blanca. El péptido Aβ es frecuentemente fibrilar y sobretodo 

inmunoreactivo para Aβ42. Su acumulación altera la función de la barrera hematoencefálica sobretodo 

en la corteza occipital. Por otra parte los vasos son más vulnerables y pueden presentar hemorragias 

cerebrales (Figura 26). (Ferrer-Abizanda, 2006). 
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Figura 26: Angiopatía amiloide que afecta a los vasos meníngeos y parenquimales.  
http://www.iqb.es/neurologia/enfermedades/alzheimer 

 

3.4.2.2   Procesamiento APP 

      El Aβ es un péptido de 39- 42 aminoácidos derivado del APP por la acción de dos aspartil 

proteasas la β-secretasa y la ɣ-secretasa y es el mayor constituyente de las placas amiloideas en los 

pacientes de EA (Citron, 2004).   

        La APP es una glicoproteína de membrana de tipo I ubicua y el gen que la codifica está 

localizado en el cromosoma 21.  Su función no está bien conocida aunque parece estar implicada en la 

regulación de la formación de la sinapsis y en la plasticidad sináptica. Esta proteína sufre 

modificaciones postraduccionales como las glicosilaciones, fosforilaciones, la sulfatación de sus 

tirosinas y procesamientos proteolíticos que dan lugar a diferentes fragmentos proteicos (Selkoe, 

2004). 

El APP puede ser procesado mayoritariamente a través de dos vías, la vía de la α-secretasa que no es 

amilogénica y la vía amilogénica de la β-secretasa. Cuando el APP es proteolizado por la α-secretasa 

da lugar a la αAPPs, que se libera al espacio extracelular, y el fragmento C-terminal de 83 residuos 

(C83) que queda unido a la membrana. Estudios in vitro sugieren que sAPPα podría tener un papel 

neuroprotector, trófico, inhibidor de proteasas o como molécula de adhesión celular. El fragmento C83  

es proteolizado por ɣ-secretasa y da lugar al fragmento hidrofóbico p3 cuya función en la EA no es 

conocido (Mudher & Lovestone, 2002; Selkoe, 2004). 

En la vía de la β-secretasa, proteína también llamada BACE (β-amyloid cleaving enzyme), el APP se 

proteoliza en βAPPs que es liberada y un fragmento C-terminal de 99 residuos (C99) que se retiene en 

la membrana. El fragmento C99 es proteolizado por la ɣ-secretasa produciéndose los péptidos Aβ40 y 

Aβ42 (Citron, 2004; Selkoe, 2004) (Figura 27).  
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La formación de Aβ es un proceso normal en los mamíferos pero en un pequeño número de 

individuos, la sobreexpresión y/o la alteración en su degradación, especialmente de la forma con 42 

aminoácidos (Aβ42), parece ser suficiente para causar la EA (Walsh & Selkoe, 2007). 

 

                                         Figura 27. Procesamiento del APP. Citron, 2004.  

 

3.4.2.3   Aβ fibrilar 

        El péptido Aβ tiene un peso molecular de 4 kDa. El péptido constituido por 42 aminoácidos 

(Aβ42), es la forma más hidrofóbica y, particularmente, más propenso a agregarse y por eso se cree 

que es  el más tóxico (Selkoe, 2001). Se ha descrito como los proteoglicanos heparán sulfato 

(HSPGs; moléculas ancladas a la matriz extracelular) favorecen la agregación del péptido Aβ. El 

péptido Aβ tiene un dominio de unión a heparina (Clarris et al., 1997), mediante el cual es capaz de 

unirse a los glicosaminoglicanos sulfatados (GAGs), que forman parte de los HSPGs. Los GAGs 

promueven un cambio estructural que favorece la formación de láminas beta, siendo responsable de 

la formación de las fibrillas de β-amiloide. Estas fibrillas se depositan alrededor de las células 

formando las placas (Figura 28). 

El péptido Aβ al agregarse es capaz de inducir apoptosis en modelos in vitro e in vivo (Forloni, 

1993; Selkoe, 2001). Además, el péptido Aβ puede estimular la liberación de citoquinas y 

quimioquinas por parte de células asociadas a las placas seniles (microglía y astrocitos) y producir 

ROS que pueden producir neurodegeneración y muerte neuronal. 
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    Figura 28: Procesamiento de APP y formación de fibrillas del péptido beta-amiloide.                            
Adaptado de Iqbal et al., 1997.  

 

3.4.2.4   Aβ soluble 

      Algunos estudios sugieren que hay una asociación entre el Aβ soluble y la demencia en la EA 

(Kuo et al., 1996; Lue et al., 1999., McLean et al., 1999).  

     Al principio se pensó que únicamente el Aβ agregado fibrilar era tóxico pero más tarde se vio 

que existían agregados no fibrilares solubles, que fueron llamados protofibrillas (Walsh et al., 

1997). Al añadir protofibrillas de Aβ a cultivos de neuronas corticales de ratón se produce una 

disminución de la viabilidad neuronal (Hartley et al., 1999). Los oligómeros de Aβ son potentes 

neurotoxinas que alteran la funcionalidad de los receptores de glutamato tipo NMDA, inhiben la 

inducción de la potenciación a largo plazo (LTP) y reducen la densidad de las espinas dendríticas 

(Selkoe, 2008). Se ha demostrado que una de las vías moleculares implicadas en la neurotoxicidad 

de los oligómeros solubles de Aβ es la sobreexpresión de la pentraxina neuronal 1 (NP1) (Abad et 

al., 2006). Otros mecanismos implicados incluyen receptores de membrana como los receptores 

nicotínicos, integrinas, TNF-R1, RAGE, FPRL y  p75NTR y sus mediadores intracelulares como 

GSK3, PKC, PI3K, Akt, FAK, la familia MAPK, la familia Src y cdk5 (Balleza-Tapia y Peña, 

2009). 
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3.4.2.5   Ovillos neurofibrilares y filamentos apareados helicoidales de proteína tau 

 

       Los ovillos neurofibrilares están formados por haces de filamentos no unidos a membranas  y 

ocupan una gran parte del citoplasma perinuclear (Figura 30). Estos filamentos permanecen tras la 

muerte neuronal, en el espacio extracelular dando lugar a los ovillos neurofibrilares extracelulares 

(Fukutani et al., 1995). Se encuentran, fundamentalmente, en la corteza entorrinal (lámina II y IV), 

corteza asociativa,  hipocampo  CA1, subículo y amígdala (Arriagada et al., 1992). Los filamentos 

están compuestos principalmente de proteína tau fosforilada y pueden ordenarse en haces (Figura 29 

A).  La gran mayoría consisten en dos filamentos apareados en forma helicoidal uno sobre el otro 

(PHFs de paired helicoidal filaments), con una longitud entre los entrecruzamientos, o periodicidad, 

de entre 65-80 nm y un grosor de entre 10-30 nm (Figura 29B y 29C) pero también pueden  formarse 

filamentos rectos de menor grosor de unos 15mm y sin estructura helicoidal (SF) (Figura 29D) 

(Wischik et al., 1997) 

                       
Figura 29. Ovillos neurofibrilares, PHFs, SF visualizados con microscopia electrónica. Wischik et al., 
1997.  
 
 

 
Figura 30. Ovillos neurofibrilares en el córtex de un enfermo de Alzheimer. Tinción con anticuerpo 
anti-tau. Objetivo de 40X. Jessica López Regal.  

 

3.4.2.6   La proteína tau 

       La proteína tau se encuentra en el sistema nervioso central adulto en cinco isoformas derivadas 

de la codificación alternativa del gen tau localizado en el cromosoma 17q21-22. Se aisló por primera 

vez como una proteína asociada a microtúbulos (MAP) que facilitaba la polimerización de la 



 

 

61 Introducción: la enfermedad de Alzheimer 

tubulina, al igual que otras MAPs (Drubin & Kirschner, 1986; Kanai et al., 1992). Esta proteína tiene 

dos dominios: el dominio de proyección y el dominio de unión a microtúbulos. El dominio de 

proyección se llama así por proyectarse desde la superficie de los microtúbulos, para así 

interaccionar con otros elementos del citoesqueleto y de la membrana celular; incluye una región rica 

en aminoácidos ácidos y otra rica en prolinas. Se cree que mediante este dominio la proteína tau es 

capaz de interaccionar con otras proteínas como la fosfolipasa C  y distintas quinasas. El dominio de 

unión a microtúbulos regula el ritmo de polimerización de los microtúbulos y los estabiliza. A ambos 

lados de este dominio, se encuentran dos regiones ricas en prolinas que presentan residuos de serina 

y treonina que al fosforilarse afectan a la capacidad de unión de tau a los microtúbulos Este dominio 

esta también implicado en la unión con otras proteínas como la proteína fosfatasa 2A o la presenilina 

1 (Figura 31). Se cree que el extremo amino pueda ser crucial en la estabilización y organización de 

ciertos tipos de axones (Buee et al., 2000) y puede estar implicado en la generación de 

conformaciones patológicas que favorecen la polimerización de tau (Gamblin et al., 2003). Por el 

contrario, el extremo carboxilo terminal de la proteína tau inhibe el proceso de polimerización o 

agregación, inhibición que se puede revertir parcialmente por fosforilación y completamente por 

truncación (Abraha et al., 2000). 

 
 

 

    Figura 31. Proteína tau y sus dominios. Buee et al., 2000.  
 
 

La proteína tau se expresa predominantemente en células nerviosas, en las que promueve la 

polimerización y estabilización de los microtúbulos (Drubin & Kirschner, 1986). Tau es una proteína 

citosólica que se encuentra principalmente en los axones de las neuronas, aunque puede aparecer 

asociada a la membrana celular (Arrasate et al., 2000; Brandt et al., 1995; Maas et al., 2000). La 

proteína tau es importante en neurogénesis, mantenimiento y transporte axonal.  
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3.4.2.7   Fosforilación de tau 

 

      La proteína tau puede ser fosforilada en serinas, treoninas  y  tirosinas (Baudier et al., 1987; 

Gómez-Ramos et al., 2004). La isoforma de tau de mayor tamaño presente en el SNC contiene 441 

aminoácidos, de los cuales  19 sitios son susceptibles de fosforilación en serina y treonina. Estos 

sitios se han dividido en dos grupos principalmente. En un primer grupo se incluyen los sitios que 

son modificados por quinasas dirigidas por prolina (PDPK), como son la glucógeno sintasa quinasa-

3 (GSK-3), la quinasa dependiente de ciclina 5 (CDK5) (Pelech, 1995), proteínas quinasa activadas  

por mitógeno (MAPK ), las quinasas activadas por estrés (SAPK) ( Buee-Scherrer & Goedert, 2002) 

y  las quinasas reguladas extracelularmente (Erk) (Maccioni et al., 2001) como la quinasa c-Jun 

amino terminal (Atzori et al., 2001) y la cdc2 (Ledesma et al., 1992). En un segundo grupo están 

aquellos residuos modificados por quinasas no dirigidas por prolina (NPDPK), como la proteína 

quinasa A dependiente de AMPcíclico (PKA) (Sironi et al., 1998; Steiner et al., 1990), la proteína 

quinasa C (PKC) (Correas et al.,1992), la calcio-calmodulina quinasa II (CaMKII) (Sironi et al., 

1998), la quinasa reguladora de afinidad entre MAPs/ microtúbulos (MARK) (Drewes et al., 1997) y 

la caseína quinasa II (Correas et al., 1992) . 

Como regla general, PDPK a tau en las regiones ricas en prolinas adyacentes a la región de las 

repeticiones, y las no dirigidas por prolinas lo hacen en la región de unión a tubulina, salvo la 

caseína quinasa II que modifica aminoácidos cercanos a los aminoácidos ácidos codificados por los 

exones 2 y 3 en el extremo amino terminal (Figura 32) (Greenwood et al., 1994). En muchos casos, 

la fosforilación regula la unión de tau a los microtúbulos o a membranas (Brandt et al., 1995). Por 

tanto, la fosforilación parece ser la forma predominante, mediante la cual, se regula la función de 

tau. Además, la fosforilación de tau puede afectar al transporte axonal, ya que tau puede unirse 

tanto a los microtúbulos, impidiendo la unión de moléculas motoras, como a la quinesina 

(Vershinin et al., 2007). También, recientemente se ha relacionado la neurotoxicidad inducida por 

tau en distintas tauopatías con su asociación a actina, ya que tau fosforilado es capaz de promover 

cambios en el citoesqueleto de actina (Fulga et al., 2007). 
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Figura 32. Representación de los principales sitios de hiperfosforilación de la isoforma de mayor   
   tamaño de la proteína tau. Adaptado de  Buee et al., 2000 y Gómez- Ramos et al., 2004.   
  
Las quinasas como la GSK-3 y la CDK5 parecen estar implicadas directamente en la fosforilación 

anómala de tau en la EA (Figura 33) (Pelech, 1995). La GSK-3β se activa e inactiva cuando se 

fosforila en tirosina 216 y en serina 9, respectivamente. In vivo, la GSK-3β activada  fosforila la 

proteína tau en sitios comunes a los PHFs (Lovestone et al., 1996) y además colocaliza con tau 

fosforilada en cerebros de pacientes con la EA (Shiurba et al., 1996). En un modelo murino se 

encontró que la fosforilación de tau por GSK-3 facilita su agregación en polímeros filamentosos 

(Engel et al., 2006b). La GSK-3β interacciona con la PS1 que a su vez interacciona con β y δ 

cateninas implicadas en la adhesión celular (Noll et al., 2000). El péptido Aβ se encuentra también 

involucrado en un aumento de la fosforilación de tau por GSK-3, incrementando la actividad 

enzimática de la quinasa (Alvarez et al., 1999). El péptido Aβ parece ser sólo tóxico cuando la 

proteína tau está presente en las neuronas ya que estudios in vitro muestran que neuronas 

hipocampales de ratones knock out de tau no presentan neurodegeneración en presencia de Aβ 

(Rapoport et al., 2002). El efecto activador sobre GSK-3 puede ser debido a que el péptido Aβ se 

comporta como un antagonista del receptor de insulina, lo cual impide que la GSK-3 se inhiba (Xie 

et al., 2002). También se ha visto que agregados esféricos del péptido Aβ son altamente 

neurotóxicos y activan GSK-3, que después fosforila a tau (Hoshi et al., 2003). La sola adición del 

péptido Aβ se ha visto que es suficiente para la formación de filamentos de tau, similares a los 

PHFs en cultivos de neuroblastoma humano (Ferrari et al., 2003).  

La CDK5 también parece estar implicada en la patogénesis de la EA. La CDK5 se activa tras la 

proteólisis mediante calpaína de su proteína reguladora p35 dando lugar a p25 (Figura  33). La 

proteína calpaína puede activarse en procesos de estrés oxidativo o de aumento de la concentración 

de calcio intracelular y por tanto promueve el aumento de actividad de CDK5; los niveles de  

calpaína están aumentados en la EA (Lee et al., 2000).  Se ha visto que la fosforilación de tau por 
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quinasas como CDK5, estimula la posterior fosforilación por GSK-3 (Ishiguro, 1997; Cho & 

Johnson, 2003). 

La sobreexpresión de p25 en un ratón transgénico resulta en pérdida neuronal y acumulación de 

tau hiperfosforilado, sugiriendo que la desregulación de CDK5 por p25, podría estar implicada en 

el desarrollo de patologías neurofibrilares (Cruz et al., 2003).  

Se han implicado también a las p38 MAP quinasas en las tauopatías. Así, se ha visto un incremento 

en las tinciones inmunológicas para p38 activa (fosforilada) en cerebros de pacientes de AD 

(Hensley et al., 1999; Sun et al., 2003). Tau puede ser fosforilado por p38 in vitro (Reynolds et al., 

1997) y, al igual que la GSK-3, se activa con Aβ microagregado (Giovannini et al., 2002). La 

quinasa p38 se activa en situaciones de estrés celular, como estrés osmótico (Jenkins et al., 2000) o 

estrés oxidativo (Zhu et al., 2000), este último está relacionado con estadios tempranos de la 

enfermedad de Alzheimer (Smith et al., 1996). 

 

 
 
                   Figura 33. Fosforilación de tau mediada  por GSK3β y CDK5. www.biocarta.com        
        
Varias fosfatasas son capaces de desfosforilar la proteína tau. Entre ellas se encuentra la proteína 

fosfatasa 1 (PP1), la proteína fosfatasa 2A (PP2A), la proteína fosfatasa 2B (PP2B o calcineurina, 

fosfatasa dependiente de Ca 2+) y la proteína fosfatasa 2C (PP2C) (Cohen & Cohen, 1989). 

Las proteínas PP1, PP2A y PP2B purificadas, pueden desfosforilar tau in vitro (Liu et al., 2005). 

Sin embargo, en cultivos primarios corticales de neuronas, PP2A y  PP2B son las más implicadas 

(Saito et al., 1995). En otros trabajos, realizados utilizando cortes de cerebro, en los que se ha 

inhibido la actividad fosfatasa de PP2A y PP2B, se ha comprobado que la inhibición selectiva de 

PP2A con ácido okadáico, causa hiperfosforilación de tau y fosforilación en sitios comunes a los 

que se encuentran en la enfermedad de Alzheimer. Dicha fosforilación se correlaciona con una 

reducción de la capacidad de unión a microtúbulos e imposibilidad de estimular el ensamblaje de 
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éstos. Esto no ocurre cuando se inhibe  selectivamente a la PP2B con ciclosporina A (Gong et al., 

2000). De estos resultados se deduce que PP2A participa de una forma más activa en la regulación 

de la fosforilación de tau in vivo y que alteraciones en su regulación, podrían originar 

hiperfosforilación anormal de tau. También se cree que es la PP2A la que actúa en un mayor 

número de sitios de fosforilación (Gong et al., 2000). La PP2A se une a tau, a través de su dominio 

de unión a microtúbulos (Sontag et al., 1999).  
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4   LOS ASTROCITOS 

 

4.1   DESCRIPCIÓN 

       Los astrocitos constituyen las células más abundantes del SNC. A lo largo de la evolución la 

proporción de éstos frente a la de neuronas ha ido en aumento de tal manera que en organismos menos 

evolucionados como la sanguijuela hay una proporción de un astrocito por cada 25 neuronas, mientras 

que en el cerebro humano la proporción se ve incrementada a 1.4 astrocitos por cada neurona (Heneka 

et al., 2007), lo cual supone aproximadamente el 50% del volumen cerebral humano (Chen & 

Swanson, 2003). Mientras que durante décadas se pensó que los astrocitos eran unas células pasivas 

que tenían principalmente una función estructural, actualmente cada vez se conocen más funciones 

que desarrollan estas células gliales. Los astrocitos presentan un amplio número de funciones que son 

determinantes para el desarrollo, funcionamiento y supervivencia de las neuronas , tales como el 

mantenimiento de la homeostasis iónica, soporte metabólico de las neuronas , regulación del 

metabolismo energético, recaptación de neurotransmisores, transmisión sináptica y excitabilidad 

neuronal, detoxificación, neuroprotección, desarrollo y mantenimiento de la barrera hematoencefálica, 

además de guiar la migración neuronal y colaborar en la función inmunitaria del SNC (Markiewicz & 

Lukomska, 2006) . 

Aunque existe más de una clasificación, la más utilizada es la descrita por Andriezen y Doelliker ya a 

finales del siglo XIX, que distingue los astrocitos en dos grandes poblaciones de acuerdo a sus 

características morfológicas y distribución dentro del SNC. Estos dos grupos se han mantenido con el 

tiempo y se conocen como astrocitos protoplasmáticos y astrocitos fibrosos. Los astrocitos 

protoplasmáticos, presentes en la sustancia gris, se caracterizan por su morfología arborescente, con un 

gran número de prolongaciones con muchas ramificaciones. Por su parte, los astrocitos fibrosos, 

presentes en la sustancia blanca, tienen formas más estrelladas con prolongaciones largas poco 

ramificadas (Reichenbach & Wolburg, 2005). 

4.2 MARCADORES 

 

Los astrocitos representan una población heterogénea, ya que en ella existen pocos genes que se 

expresen de forma ubicua, de tal manera que existen muchas diferencias entre los astrocitos de 

diferentes regiones (Volterra & Meldolesi, 2005). Por ello, el estudio de los astrocitos mediante 

marcadores específicos ha sido de gran importancia. Algunos de los marcadores más frecuentes son 

la proteína acídica fibrilar glial (GFAP), la vimentina y la S-100β. Vimentina y GFAP son 

filamentos intermedios que forman parte del citoesqueleto de los astrocitos (Figura 34). La 

vimentina coexiste con la  GFAP en los astrocitos inmaduros  y a medida que maduran el GFAP 

reemplaza la vimentina (Eng & Ling, 2005). La GFAP es la principal proteína que compone los 
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filamentos intermedios en los astrocitos maduros del SNC. Su nombre proviene de su gran 

contenido en aminoácidos ácidos y su morfología fibrosa. Sus propiedades bioquímicas son que es 

una proteína insoluble en solventes acuosos, su tendencia a agregarse o polimerizar, es susceptible 

a proteasas neutras y tiene epítopos específicos que la hacen buen marcador antigénico. Tiene un 

peso molecular de 48 KD en ratón, 49 KD en humanos y 51 KD en rata. La fosforilación y 

defosforilación de residuos de su región aminoterminal regulan su polimerización. En condiciones 

fisiológicas la mayoría de las proteínas GFAP se encuentran formando filamentos intermedios de 

10 nm.  Cuando alguna de las diferentes serinas (Ser8, Ser-13, Ser-14, Ser-34) o treonina (Thr-7) 

de los residuos aminoacídicos de la región aminoterminal de GFAP se fosforila la proteína se 

despolimeriza y adopta su forma soluble. Diferentes quinasas pueden fosforilar GFAP como la 

PKA, PKC, CaMKII y Rho-quinasa (Eng & Ling, 2005).  

La GFAP está implicada en muchos procesos funcionales de la célula, tales como el mantenimiento 

de la estructura, el movimiento, la comunicación celular, y el funcionamiento de la barrera 

hematoencefálica. En ratones knockout de GFAP se ha visto que  carecen de filamentos 

intermedios en el hipocampo y en la sustancia blanca de la médula espinal. También se ha 

demostrado que, en estos ratones cuando llegan a ser viejos hay una degeneración de múltiples 

funciones de los astrocitos; la mielinización puede ser defectuosa, la estructura de la sustancia 

blanca deteriorada, y hay cambios apreciables en la barrera hematoencefálica. Esto nos sugiere que 

la expresión de GFAP es esencial para mantener la estructura de la sustancia blanca, la integridad 

de la barrera hematoencefálica y su ausencia conlleva a la desmielinización del SNC (Eng  et al. 

2000).  También se ha propuesto que la GFAP desempeñe un papel en las interacciones entre 

astrocitos y neuronas. In vitro, usando mRNA antisentido, se ha observado que los astrocitos que 

carecen de GFAP no mantienen la misma estructura, afectando a la interacción entre astrocitos y 

neuronas  (Ghirnikar et al., 1994). Una mutación en el gen de GFAP situado en el cromosoma 17 

(17q21) lleva a la formación de una estructura proteica defectuosa y provoca la enfermedad de 

Alexander que se manifiesta por la aparición de retraso mental y anormalidades físicas (Quinlan et 

al., 2007)                          

                                         

                 Figura 34: Astrocitos teñidos con anticuerpo anti-GFAP. www.encorbio.com
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Se produce un incremento gradual de la GFAP durante la vida adulta en ratones, ratas y humanos. 

O’Callaghan (1991) propuso a la proteína GFAP como un sensible biomarcador temprano de 

neurotoxicidad.  Un aumento de mRNA de GFAP se ha asociado con la enfermedad de Alzheimer 

y de Creutzfeldt- Jacob (Eng et al., 2000). Los astrocitos reaccionan frente a agresiones ya sean 

físicas o químicas con un aumento de expresión de GFAP en un proceso llamado astrogliosis. Esta 

respuesta astrocitaria sirve como un microsensor del daño microambiental en cualquier lugar del 

SNC. La astrogliosis  se da en muchas enfermedades como la esclerosis multiple, la 

adrenoleucodistrofia, la enfermedad de Alexander, la esclerosis lateral amiotrófica, el síndrome de 

Down y las enfermedades de Huntington, Wilson, Pick, Parkinson y Alzheimer (Pekny & Nilsson, 

2005). 

La S100β es otra proteína que sirve como marcador de los astrocitos. Pertenece a la familia S100 

llamada así porque es soluble al 100% en una solución saturada de sulfato de amonio. El gen que la 

codifica está situado en el cromosoma 21 (21q22.3) y su peso molecular es de 21 KDa. S100β es 

una proteína que se une al calcio y es producida mayoritariamente por los astrocitos en el SNC. Su 

actividad está relacionada con la regulación de la función intracelular del calcio implicado en 

muchos procesos como es la fosforilación de proteínas, la actividad enzimática, la proliferación y 

diferenciación celular. También actúa sobre la dinámica del citoesqueleto, la organización 

estructural de las membranas, la homeostasis intracelular del calcio, la inflamación y protección 

frente al daño oxidativo (Sen & Belli, 2007) Recientes estudios sugieren que la secreción de S100β 

puede producir acciones paracrinas y autocrinas en neuronas y glía. (Tateishi et al., 2006). Se ha 

propuesto que los niveles de  S100β en varias áreas del cerebro podrían estar  regulados por 

serotonina (Wilson et al., 1998). En relación con la proteína GFAP, la proteína S100β puede inhibir 

su polimerización. La función de la proteína S100β puede variar dependiendo de la concentración, 

mientras que a concentraciones extracelulares nanomolares estimula el crecimiento neuronal y su 

supervivencia, a niveles micromolares estimula in vitro la expresión de citoquinas proinflamatorias, 

promueve la expresión de iNOS, incrementa la expresión de APP y puede inducir apoptosis (Li et 

al., 1998; Rothermundt et al., 2003). La proteína Aβ estimula la síntesis de S100β  en astrocitos in 

vitro (Peña et al., 1995). En los cerebros de pacientes de AD se han encontrado elevados niveles de 

S100β, tanto su mRNA como la proteína (Mrak et al., 1996). Durante el envejecimiento se ha visto 

incrementado el mRNA de S100β en ratas (Kato et al., 1990). En ratones de senescencia acelerada 

la proteína S100β y su mRNA están significativamente incrementados (Griffin et al., 1998).  
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4.3  FUNCIONES 

  4.3.1   NEUROGÉNESIS Y SINAPTOGÉNESIS  

         Aunque la mayoría de los astrocitos maduran más tarde que las neuronas durante el desarrollo 

embrionario, un estudio reciente mostró cómo los astrocitos hipocampales pueden promover la 

neurogénesis en el cerebro adulto de ratas a partir de precursores neuronales mediante factores 

solubles y de membrana (Song et al, 2002). Además se ha demostrado la existencia de precursores 

neuronales con características astrocíticas, como la expresión de GFAP y la presencia de uniones 

gap. Las células progenitoras neuronales se encuentran principalmente en dos zonas del cerebro 

adulto, la zona subventricular y la zona subgranular del giro dentado. Diferentes estudios han 

demostrado la capacidad de los astrocitos de dar lugar a dichas células progenitoras neuronales 

tanto in vitro (Itoh et al, 2006) como in vivo (Ihrie et al, 2008).  

La formación de sinapsis se produce durante el desarrollo postnatal una vez que los astrocitos se 

han diferenciado, y diversos estudios han demostrado que esto podría ser debido al hecho de que la 

sinaptogénesis requiere grandes cantidades de colesterol, que las neuronas obtendrían a partir de los 

astrocitos. Además, los astrocitos también juegan un papel importante en la maduración de 

terminales postsinápticas mediante la producción de factores como el factor de necrosis tumoral α 

(TNFα) o el factor neurotrófico dependiente de actividad (Pfrieger, 2002)  

4.3.2   MANTENIMIENTO DE LA HOMEOSTASIS IÓNICA  

        Los astrocitos regulan la concentración de muchos iones y participan así en el mantenimiento 

del pH contribuyendo a la correcta funcionalidad cerebral. Mediante transportadores 

monocarboxilados  acoplados a protones se cotransportan  protones (H+) y lactato desde los 

astrocitos al espacio extracelular creando un gradiente de protones y después los cotransportan a 

través de la membrana neuronal  modulando la captación del lactato. Las neuronas son la mayor 

fuente de dióxido de carbono (CO2) que es el produco final de la oxidación del piruvato. Los 

astrocitos pueden metabolizar el CO2 a través de la anhidrasa carbónica que sintetiza ácido 

carbónico (H2CO3)  a partir de CO2  y agua y reversiblemente degrada el acido carbónico en H+ y 

bicarbonato (HCO3
¯ ) (Deitmer, 2001) . Los astrocitos tienen varios sistemas para transportar  H+ y 

HCO3
¯ fuera de la célula. La salida de  H+ conlleva a una alcalinación de los astrocitos y una 

acidificación del espacio extracelular (Figura 35). Este puede ser un mecanismo feedback negativo 

que reduce la actividad sináptica ya que los protones afectan al estado redox del receptor N-metil-

D-aspartato (NMDA), reduciendo la magnitud de excitación por glutamato. 

 Los astrocitos tienen un papel crítico en tamponar el incremento de potasio (K+) extracelular que 

resulta de la actividad sináptica neuronal (Kofuji & Newman, 2004). El aumento de la 

concentración de K+ tiene un máximo crítico de 10 a 12 mM. El mantenimiento de  esta 
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concentración es crítica ya que puede intervenir en la actividad neuronal, la liberación de 

neurotransmisores, el metabolismo glucídico y la circulación sanguínea cerebral. Hay varios 

mecanismos por los que se regula la permeabilidad de los astrocitos al ion potasio como la 

captación a través de la Na+/K+- ATPasa y por el cotransportador Na+-K+-2Cl¯ (NKCC) y la entrada 

y salida de K+ a través de canales Kir (Simar & Nedergaard, 2004) (Figura 35). Los astrocitos 

expresan canales de sodio voltaje dependientes que se activan por el glutamato o potasio 

extracelular. El sodio puede activar la actividad de Na+/K+- ATPasa  y promover la captación de 

potasio. El NKCC también se activa frente a altas concentraciones de potasio y capta Na+, K+ y 

2Cl¯. Por tanto el mantenimiento de la concentración de potasio  vía NKCC lleva  una 

incorporación de KCl que al ser osmóticamente activo conlleva a un incremento del volumen del 

astrocito. El canal Kir4.1 es el que se expresa más en los astrocitos tanto a nivel de sinapsis como 

en los pies vasculares que contactan con los capilares. Así los astrocitos tamponan las 

concentraciones de K+ desde los lugares de alta concentración a las regiones con bajos niveles a 

través de la red glial. En los pies vasculares el canal Kir 4.1 se coexpresa con acuaporinas (AQPs)  

que son canales permeables al agua. Además de los canales anteriormente descritos hay otros 

mecanismos de paso para Na+, K+ y Cl¯ a través de la membrana astrocitaria. Por ejemplo el sodio 

intracelular puede actuar como gradiente para el intercambiador Na+/Ca+ o  el cotransportador de 

Na+ - HCO3
¯; y el influjo de Cl¯ puede provenir por vía del intercambiador Cl¯/HCO3

¯, canales de 

voltaje o activados por volumen y el receptor GABA (Verkhatsky & Steinhauser, 2000).   
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                         Figura 35. Regulación astrocitaria de la homeostasis iónica. Adaptado de Benarroch, 2005.  
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4.3.3   FORMACIÓN DE LA BARRERA HEMATOENCEFÁLICA  

       La barrera hematoencefálica (BHE) es una barrera tanto física como funcional entre los vasos 

sanguíneos y el encéfalo. La BHE tiene diferentes funciones, suple al encéfalo con nutrientes 

esenciales, permite la excreción de productos de desecho, restringe el flujo de iones al poseer 

transportadores específicos y mantiene  constante el pool de neurotransmisores en el SNC, además 

de ser un sistema de defensa. La base estructural de esta barrera está dada por el hecho de que las 

células endoteliales de los capilares en el sistema nervioso central poseen uniones estrechas. Esto 

es, que los espacios que quedan entre célula y célula son extremadamente pequeños, a diferencia de 

lo que ocurre en la mayor parte de los lechos capilares del organismo. Esto permite el pasaje sólo 

de las partículas más pequeñas. Además de las uniones estrechas de las células endoteliales, la 

barrera está reforzada por los pericitos y los pies terminales astrocíticos (podocitos), que son 

proyecciones de los astrocitos fibrosos que rodean los capilares y proveen un refuerzo estructural 

adicional. A través de los podocitos los astrocitos secretan proteoglicano heparán sulfato, laminina 

y fibronectina que integran la lámina basal de la BHE (Banister et al, 1998) (Figura 36). Los 

astrocitos contribuyen a las uniones estrechas así como a la expresión de transportadores de las 

células endoteliales mediante la secreción de diversos factores, como el factor transformante de 

crecimiento β (TGFβ) y el factor neurotrófico derivado de la línea celular glial (GDNF) (Abbott et 

al, 2006).  

 

 

            Figura 36. Componentes celulares de la barrera hematoencefálica. Abbott et al, 2006. 
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4.3.4   CONTROL DEL FLUJO SANGUÍNEO  

       Los astrocitos envuelven las células endoteliales de los vasos sanguíneos a través de  los 

podocitos creando lo que se conoce como unidad gliovascular. Esta unión permite a los astrocitos 

regular el flujo sanguíneo en función de la actividad neuronal. Los mediadores químicos 

procedentes de las neuronas producen en los astrocitos la salida del calcio del retículo 

endoplasmático hacia el citosol. Esta ola de calcio se propaga hasta el podocito del astrocito, donde 

activa la fofolipasa A2, la cual genera ácido araquidónico. Este ácido graso puede ser procesado 

bien por la enzima ciclooxigenasa para finalmente producir derivados de prostaglandinas 

vasodilatadoras, o bien por el citocromo p450, para convertirlo en ácido 20-

hidroxieicosatetraenoico que es un compuesto vasoconstrictor controlando así el flujo sanguíneo 

(Verhratsky & Toescu, 2006; Volterra & Meldolesi, 2005). 

4.3.5   REGULACIÓN DEL METABOLISMO ENERGÉTICO  

       La posición que ocupan los astrocitos entre las neuronas y los capilares sanguíneos 

contactando con ellos a través de los podocitos nos muestra que los astrocitos pueden regular la 

entrada y distribución de los sustratos energéticos a las neuronas (Kacem et al., 1998). También se 

ha demostrado que los astrocitos expresan un gran número de receptores y transportadores para 

muchos de los neurotransmisores (Hösli & Hösli, 1993). Esta característica proporciona a los 

astrocitos la capacidad de ajustar su función y mantener el microambiente metabólico necesario 

para la buena funcionalidad neuronal. 

Los astrocitos tienen un papel principal en el metabolismo energético cerebral. La glucosa del flujo 

sanguíneo, que es el principal sustrato para el cerebro adulto, entra en el parénquima cerebral a través 

del transportador de glucosa GLUT1 situado en las células endoteliales que forman los capilares. La 

glucosa es captada principalmente por los astrocitos mediante el transportador GLUT1 aunque 

también por las neuronas que poseen el transportador GLUT3. En los astrocitos la glucosa se 

almacena en forma de glicógeno. A través de la conversión basal de glucosa en lactato y su 

liberación al espacio extracelular, especialmente por los astrocitos, el pool extracelular de lactato se 

mantiene. La activación neuronal induce diferentes respuestas de metabolismo energético en los 

astrocitos. El glicógeno puede ser proteolizado a glucosa. La glucosa puede ser metabolizada a 

lactato por la activación de la lactato deshidrogenasa 5 (Pellerin & Magistretti, 2005).  Otras  tipos de 

respuestas son desencadenadas por la activación neuronal de las sinapsis glutamatérgicas. El 

glutamato liberado puede ser recaptado por los astrocitos a través de los transportadores de 

glutamato 1 (GLT1) o el glutamato/aspartato (GLAST) (Danbolt, 2001). Como estos transportadores 

cotransportan glutamato y sodio, la concentración intracelular de sodio aumenta y activa la Na+/K+- 

ATPasa α2 específica de células gliales. El ATP consumido por la bomba ATPasa y la conversión de 

glutamato a glutamina a través de la glutamina sintasa pueden activar la glicolisis y la formación de 
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lactato. El lactato se libera por los astrocitos a través de un transportador monocarboxilado específico 

el MCT1. Las neuronas activadas captan el lactato del medio extracelular a través de su propio 

transportador monocarboxilado específico MCT2. El lactato se convertirá en piruvato que luego 

entrará en el ciclo de los ácido tricarboxílicos (Figura 37). El uso de lactato además de la glucosa por 

parte de las neuronas puede tener diferentes propósitos, como el aumento del potencial redox al 

aumentar el dinucleótico adenina nicotina reducido (NADH) y la  generación de ATP que puede ser 

utilizado para sintetizar glutamato. La glutamina también puede ser captada por la neurona a través 

de sus transportadores específicos y convertida en glutamato por la glutaminasa antes de ser 

acumulada en las vesículas sinápticas vía transportadores vesiculares de glutamato, así se completa 

el ciclo glutamato/glutamina. Por último la tercera respuesta es la activación de los receptores 

metabotrópicos de glutamato en los astrocitos que conlleva a la formación de prostaglandinas que 

pueden actuar sobre los vasos sanguíneos causando vasodilatación  (Pellerin & Magistretti, 2005). 
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        Figura 37. Metabolismo energético neurona-astrocito. Adaptado de Pellerin & Magistretti, 2005.  
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4.3.6   FUNCIÓN ANTICITOTÓXICA  

       La captación de glutamato y la función antioxidante de los astrocitos protegen a las neuronas 

frente a niveles tóxicos que pueden llegar a adquirir el neurotransmisor glutamato y los radicales 

libres. 

4.3.6.1   Captación de glutamato 

      Como ya he descrito en el apartado anterior los astrocitos  recaptan  glutamato del espacio 

sináptico a través de sus transportadores GLT1 y GLAST. Muchos estudios revelan que las 

neuronas son sensibles a altos niveles de glutamato y se despolarizan ocasionando una 

desregulación del calcio intracelular e incluso pueden llegar a morir. Así los astrocitos colaboran en 

la supervivencia neuronal. La inactivación de GLAST y GLT1 produce niveles elevados de 

glutamato extracelular, neurodegeneración excitotóxica y parálisis en ratas (Rothstein et al., 1996). 

Los ratones deficientes en GLT1 tienen mayor mortalidad y tienen una muerte neuronal selectiva 

en las neuronas de la zona CA1 del hipocampo (Tanaka et al., 1997). Los ratones deficientes en 

GLAST tienen descoordinación motora y son más susceptibles al daño cerebral (Watase et al., 

1998). Así la captación de este neurotransmisor es necesario para la correcta transmisión sináptica. 

4.3.6.2   Función antioxidante 

      El estrés oxidativo es una de las causas de degeneración neuronal. Los antioxidantes de bajo 

peso molecular como el ácido ascórbico, el glutatión y el α-tocoferol, juntamente con los enzimas 

antioxidantes, constituyen las defensas celulares contra el estrés oxidativo. Los astrocitos presentan 

elevadas concentraciones de estos antioxidantes, así como un alto nivel de SOD, catalasa, glutatión 

reductasa y glutatión peroxidasa (Wilson, 1997). Esta elevada concentración de enzimas 

antioxidantes de los astrocitos puede proteger a las neuronas de su entorno en condiciones de estrés 

oxidativo (Dringen, 2000). Estudios llevados a cabo en cocultivos de neuronas y astrocitos 

demuestran que los astrocitos pueden proteger a las neuronas de la muerte inducida por peróxido de 

hidrógeno (Desagher et al., 1996). Existen evidencias de que el glutatión presente en los astrocitos 

puede ser responsable de la neuroprotección. El glutatión es el principal antioxidante del cerebro. 

Los astrocitos contribuyen al contenido neuronal de glutatión de manera indirecta. El glutatión es 

liberado por los astrocitos y proteolizado en el dipéptido cisteína y glicina; la cisteína es recaptada 

por las neuronas para sintetizar glutatión de novo (Dringen, 2000). Igual que el glutatión, el 

ascorbato es un antioxidante importante que reacciona directamente con los agentes oxidantes y 

puede servir como cofactor para reducir el glutatión oxidado y el α-tocoferol. Entre los astrocitos y 

las neuronas hay un ciclo de reciclaje del ascorbato (Wilson, 1997). Los astrocitos también pueden 

producir de forma inducible la hemooxigenasa que actúa en el metabolismo del grupo hemo y es 

importante en la prevención de la utilización de hierro para la producción de ROS. 
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4.3.7   FUNCIÓN NEUROTRÓFICA  

       Los astrocitos segregan una serie de factores de crecimiento que son unas proteínas cuya 

función es la de permitir la supervivencia y diferenciación neuronal. Los astrocitos segregan los 

siguientes factores de crecimiento: 

Neurotrofinas (NT): Los astrocitos segregan el factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor 

neurotrófico  derivado del cerebro (BDNF), la neurotrofina 3 (NT-3) y la neurotrofina 4 (NT-4). 

Las neurotrofinas tienen al menos 3 funciones importantes: ejercer efectos tróficos sobre el sistema 

nervioso, ejercer efectos moduladores sobre las sinapsis y participar en la regulación de la 

respuesta inmune. Las NT son esenciales para la supervivencia neuronal durante el desarrollo, así 

como durante la maduración del SNC (Lachyankar et al., 1997). El BDNF ha adquirido particular 

interés por su función crítico en el aprendizaje. En este sentido la supresión de la expresión de 

BDNF en modelos animales causó severas deficiencias en el aprendizaje y en la memoria espacial. 

La adición de esta NT a concentraciones nanomolares es capaz de estimular la actividad neuronal 

en el hipocampo, la corteza y el cerebelo (Allen & Dawbarn, 2006). La expresión y liberación de 

BDNF por parte de los astrocitos es regulada por glutamato extracelular a través de receptores 

metabotrópicos (Jean et al., 2008). La expresión de BDNF se incrementa después de un daño 

cerebral, como parte de la respuesta de los astrocitos a las citoquinas y mediadores inflamatorios 

secretados por células inmunes (Kerschensteiner et al., 2003). La expresión y secreción astrocitaria 

de NGF se incrementa tras la exposición a los peroxinitritos, esto sugiere que en la expresión de 

NGF en los astrocitos reactivos puede estar implicado el estrés oxidativo (Vargas et al., 2004). La 

expresión astrocitaria de NGF y BDNF y sus receptores se incrementa tras una isquemia focal 

transitoria en el cerebro de monos (Tonchev et al., 2008). Una lesión excitotóxica en el estriado de 

ratón produce un aumento de la expresión de las neurotrofinas NT-3 y NGF (Chen et al., 2006). 

Factores de crecimiento de los fibroblastos (FGF): Los astrocitos son una de las mayores fuentes de 

FGF-2 sobre todo en corteza e hipocampo (Riva & Mochetti, 1991) El FGF actúa mejorando la 

supervivencia neuronal sobre todo tras un episodio isquémico o un daño traumático en el cerebro 

(Alzheimer & Werner, 2002).  

Citoquinas neuroreguladoras: Los astrocitos expresan el factor de crecimiento ciliar (CNTF) y el 

factor inhibitorio de leucemia que pueden activar la vía Janus quinasa (JAK). El CNTF estimula la 

supervivencia y diferenciación neuronal y astrocitaria (Richardson, 1994) 

 Factores de crecimiento del epidermo y factores de crecimiento transformante (TGF): Los 

astrocitos expresan TGF α  y neuregulinas. Se ha observado su incremento en la astrogliosis y se 

sugiere su acción autocrina y activadora de los astrocitos (Rabchevsky et al., 1998). Los astrocitos  

aumentan la  síntesis de TGFβ1 tras una lesión isquémica y tienen acción antiapoptótica (Vivien & 

Ali, 2006). En enfermos de EA se ha encontrado el TGFβ aumentado en el líquido cerebroespinal y 

está asociado a placas neuríticas y ovillos neurofibrilares. En ratones transgénicos que 
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sobreexpresan APP con mutación FAD (Tg2576) se ha observado que los astrocitos sobreexpresan 

TGFβ (Vivien & Ali, 2006). 

Factores de crecimiento de la insulina (IGF): In vitro, el IGF-1 promueve la proliferación astroglial 

y oligodendroglial. Además se incrementa en procesos de isquemia y remielinización 

atribuyéndosele una acción neuroprotectora (Gluckman et al., 1992; McMorris et al., 1993). 

Factores neurotróficos derivados de la línea celular glial (GDNF): Los astrocitos segregan GDNF y 

persefina (Jaszai et al., 1998). El GDNF fue purificado y clonado a partir de la línea celular glial de 

rata B49 en base a sus efectos de supervivencia y diferenciación sobre las neuronas dopaminérgicas 

del mesencéfalo (Choi-Lumberg et al., 1997). Además el GDNF actúa sobre la supervivencia de 

neuronas noradrenérgicas, podría mediar en la respuesta de las neuronas dopaminérgicas frente a la 

lesión (Gash et al., 1998) y actuar a nivel de proliferación y diferenciación de las motoneuronas 

espinales (Sagot et al., 1996).El transplante de astrocitos modificados genéticamente para que 

expresen GDNF en el estriado mejora la neuroprotección en un modelo de rata de la enfermedad de 

Parkinson (Ericson et al., 2005). Durante la isquemia cerebral la expresión astroglial de GDNF 

aumenta en el estriado y la corteza cerebral además la administración exógena de GDNF puede 

disminuir el volumen de infarto (Wei et al., 2000). El tratamiento con GDNF en conejos inyectados 

con Aβ mejora la apoptosis neuronal  que el péptido amiloide genera pero no previene la 

hiperfosforilación de tau (Ghribi et al., 2004). El GDNF interacciona con su receptor GFRα y este 

forma un heterodímero con el receptor tirosina quinasa c-ret. Este complejo activa las vías ras/raf y 

fosfoinositol-3 quinasa  (Saarma &Sariola, 1999)  

 

4.3.8   REGULACIÓN DE LA TRANSMISIÓN SINÁPTICA  

 

       Aunque los astrocitos a menudo envuelven las sinapsis nerviosas se les consideraba 

participantes pasivos. Recientemente se ha demostrado que hay una comunicación activa entre las 

neuronas y los astrocitos en las sinapsis. Los neurotransmisores secretados por las neuronas 

presinápticas evocan un incremento del calcio intracelular en los astrocitos. Los astrocitos activos 

liberan neurotransmisores incluyendo glutamato y ATP. Estos neurotransmisores vuelven a la 

terminal presináptica y pueden aumentar o bloquear la salida de nuevos neurotransmisores. Los 

neurotransmisores secretados por los astrocitos pueden actuar sobre las neuronas postsinápticas 

produciendo respuestas excitatorias o inhibitorias. Además, los astrocitos recaptan 

neurotransmisores liberados por los terminales presinápticos (Anderson & Swanson, 2000). Esta 

participación activa de los astrocitos en la sinápsis neuronal ha llevado al concepto de sinapsis 

tripartita (Newman, 2003) (Figura 38).  

Los astrocitos expresan una gran variedad de receptores para neurotransmisores como el glutamato, 

GABA, adrenalina, ATP, serotonina, acetilcolina y diversos péptidos (Porter & McCarthy, 1996). 
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 La activación de estos receptores produce una activación glial a través del aumento del calcio 

intracelular que se propaga en olas de calcio a las células astrocitarias vecinas. Esta proceso se 

realiza o bien a través de la difusión de inositol (1,4,5)-trifosfato (IP3) por las gap junctions o bien 

a través de la salida de ATP que actúa como mensajero extracelular (Newman, 2001). El 

incremento del calcio intracelular regula la sinapsis activando la secreción de glutamato y ATP los 

cuales actúan sobre las neuronas. En el hipocampo la despolarización de las interneuronas 

inhibitorias conlleva la potenciación de la transmisión sináptica a través de la secreción de 

glutamato por los astrocitos vecinos (Kang et al., 1998). La liberación de ATP puede modular la 

sinapsis, excitando neuronas vecinas directamente a través de receptores P2X; el ATP una vez 

convertido en adenosina también puede potenciar o inhibir la transmisión sináptica. Además el 

ATP puede activar a otras células gliales a través de receptores purinérgicos (Figura 38) (Newman, 

2003).  

Los astrocitos también pueden liberar cofactores químicos como la D-serina que es el cofactor 

activador del receptor NMDA. Los astrocitos son la única fuente de D-serina en el SNC y es un 

importante modulador de la transmisión glutamatérgica mediada por receptores NMDA (Schell et 

al., 1995). Otro mecanismo es la regulación astroglial de los niveles de iones extracelulares. La 

actividad neuronal está influenciada por las variaciones en las concentraciones extracelulares de los 

iones K+ y H+ (Chesler & Kaila, 1992). Estas variaciones pueden alterar la transmisión sináptica, 

así el aumento de los niveles de K+ despolariza las terminales sinápticas mientras que el H+ bloquea 

los canales presinápticos de calcio. Los astrocitos pueden modular la transmisión sináptica 

controlando directamente la sinaptogénesis (Ullian et al., 2001). 

 

 

 
  Figura 38. Mecanismos de regulación glial de la transmisión sináptica. Newman, 2003. 
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4.3.9   FUNCIÓN INMUNOLÓGICA  

        Los astrocitos también  participan en la respuesta inmunitaria y como son más numerosos que 

la microglía, es posible que sea el componente mayoritario del sistema inmune innato del SNC 

(Dong & Benveniste, 2001). 

Los astrocitos responden a diferentes patrones moleculares asociados a patógenos como los 

lipopolisacáridos, el peptidoglicano o los motivos CpG del ADN no metilado, incrementando la 

expresión de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias. Los astrocitos expresan receptores de 

tipo Toll (TLR): TLR2, TLR3, TLR4, TLR5 y TLR9 (Bowman et al., 2003) además de  otros 

receptores de reconocimiento de patógenos (PRRs) como la proteína quinasa R, las proteínas 

NOD1 y NOD2, los receptores scavenger, el receptor de manosa y los factores y receptores del 

sistema del complemento (Farina et al., 2007). Todos estos PRRs son importantes para el 

reconocimiento primario de agentes infecciosos y de las señales de peligro endógeno. 

Los mediadores inflamatorios liberados por los astrocitos y la microglía después de la activación de 

los PRRs activan células vecinas, amplifican la respuesta inmune inicial y modifican la 

permeabilidad de la BHE para permitir la infiltración de los leucocitos que dirigirán la respuesta 

adaptativa. Estos mediadores participan en la inflamación y la inmunosupresión siendo el equilibrio 

entre estas dos respuestas fundamental ya que la desregulación de estas vías pueden desencadenar 

un proceso crónico de neuroinflamación y neurodegeneración. Los astrocitos son una fuente 

importante de citoquinas y quimioquinas inmunológicamente relevantes y por lo tanto es un tipo 

celular importante en la modulación de la respuesta inflamatoria. 

Cuando tiene lugar una infección en el SNC, las células inmunitarias periféricas que se infiltran 

hacia el parénquima cerebral también secretan citoquinas proinflamatorias que contribuyen a 

mantener la activación astrocitaria. Los astrocitos responden frente  la estimulación con interferón 

ɣ (IFN-ɣ) y el factor de necrosis tumoral α (TNF-α) produciendo mas citoquinas y quimioquinas 

inflamatorias (Meeuwsen et al., 2003), que aumentan la expresión de las moléculas necesarias para 

funcionar como células presentadoras de antígenos y la capacidad de presentar antígenos a las 

células T (Soos et al., 1998) (Figura 39). 

El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase II es fundamental para la respuesta 

inmune mediante la presentación de los antígenos procesados por las células T. El MHC de clase II 

se expresa de manera constitutiva en las células presentadoras de antígeno del sistema inmunitario 

y puede ser inducido en los astrocitos y la microglía. En los astrocitos el IFN-ɣ es el inductor más 

potente del MHC de clase II (Dong & Benveniste, 2001). La activación de la células T CD4 helper 

(Th) en el sistema nervioso  es muy importante en la regulación de la respuesta inmune, en la 

inflamación y en el proceso de reparación. Existen dos tipos de linfocitos Th según la batería de 
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citoquinas que producen  (Romagnani, 1997) y sus funciones efectoras. Los linfocitos Th1 

producen Interleuquina 2 (IL-2), IFN-ɣ y TNF-β. Th1 es el fenotipo proinflamatorio que permite la 

activación de los macrófagos y la destrucción del tejido (Abbas et al., 1996). Las células Th2 

producen IL-4, IL-10, IL-13, citoquinas con actividad antiinflamatoria que inhiben las respuestas 

Th1 y la activación de macrófagos. La microglía es una célula presentadora de antígeno muy 

eficiente dirigida a la estimulación de células Th1 y Th2. Los astrocitos modulan la respuesta Th2 

principalmente (Aloisi et al., 2000). Por tanto astrocitos y microglía podrían participar de forma 

diferente en el desarrollo de la respuesta inmune en el SNC. 

 

      Figura 39. Citoquinas secretadas por astrocitos. Aloisi, 2005. 

 

4.4 LOS ASTROCITOS EN EL ENVEJECIMIENTO

 

     En el envejecimiento cerebral hay un aumento relativo de células gliales. Se estima que el 

número de astrocitos aumenta un 20% en el córtex y otras regiones cerebrales (Peinado et al., 1998; 

Rozovsky et al., 1998). Un temprano estado de gliosis reactiva es una de las características que 

diferencian a los astrocitos en el cerebro durante el envejecimiento. La principal característica de 

los astrocitos reactivos es el aumento de GFAP y de la proteína S100β. (Sheng et al., 1996; 

Nichols, 1999). Un incremento de GFAP se produce gradualmente durante la vida adulta en 

ratones, ratas y humanos (Eng et al., 2000). El mRNA de GFAP también se encuentra 

incrementado en ratones durante el envejecimiento (Kohama et al., 1995). El aumento de GFAP 

puede ser resultado a la respuesta inflamatoria y del estado oxidativo en el cerebro envejecido. 

Durante el envejecimiento se ha visto incrementado el mRNA de S100β en ratas y humanos (Mrak 

et al., 1996; Sheng et al., 1996). En ratones de senescencia acelerada (SAM) la proteína S100β y su 
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mRNA están significativamente incrementados (Griffin et al., 1998). La sobreexpresión de S100β 

en los astrocitos se considera como una respuesta neuroprotectora al daño neuronal. La astrogliosis 

también conlleva un aumento del tamaño del núcleo, se dispersa la cromatina y aumenta el número 

de mitocondrios, ribosomas y aparato de Golgi. En el envejecimiento los astrocitos presentan un 

acúmulo mayor de proteína tau aunque no presentan ovillos neurofibrilares (Schultz et al., 2000). 

También presentan alteraciones en los niveles de calcio citosólico que pueden incrementar el nivel 

de tau hiperfosforilado (Mattson et al., 1991).  En cultivos de astrocitos envejecidos se han visto 

aumento de producción de anión superóxido, lipoperoxidación y oxidación proteica aunque las 

defensas antioxidantes se mantienen o incrementan (Papadopoulos et al. 1998;  Klamt et al. 2002). 

En el envejecimiento se puede presentar un aumento del estrés oxidativo y de las proteínas de 

estrés que pueden alterar  la homeostasis del calcio y  la generación extracelular de ATP. La 

microglía al ser activada puede secretar IL-1 que induce la expresión de S100β en los astrocitos, 

que a su  vez aumenta los niveles intracelulares de calcio (Mrak et al., 1995). La oxidación de 

proteínas reguladoras del calcio como el receptor inositol (1,4,5)-trifosfato o la proteína 

calcio/calmodulina en los astrocitos pueden modificar las concentraciones de calcio modificando la 

liberación de ATP alterando así las sinapsis en neuronas vecinas (Peuchen et al., 1996). No se 

conoce bien el papel de los astrocitos en el envejecimiento cerebral y es un gran tema de estudio 

que intentaremos abordar en el transcurso de esta tesis. 

 

4.5   LOS ASTROCITOS EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 

        

      En la EA los astrocitos son componentes de las placas neuríticas (Shao et al., 1997). Los 

astrocitos presentan una marcada astrogliosis caracterizada por una  hipertrofia celular y 

sobreexpresión de GFAP, S100β, moléculas de adhesión y presentadoras de antígenos como el 

MHC (Edwards & Robinson, 2006; Frohman et al., 1989). El Aβ está implicado en la activación de 

los astrocitos (Markiewicz & Lukomska, 2006). Los astrocitos presentan depósitos de Aβ ya que lo 

captan para participar en su degradación y estos depósitos pueden producir la degeneración de estas 

células astrocitarias (Nagele et al., 2004; Kurt et al. 1999; Dewiitt et al., 1998). Estudios in vitro 

muestran que los astrocitos de ratón internalizan y degradan el péptido Aβ y esta actividad se 

reduce si no se expresa la apolipoproteína E (Koistinaho et al., 2004). También se ha demostrado 

que el péptido Aβ interviene en la homeostasis del calcio cambiando su patrón de señalización y 

genera ROS al incrementarse los niveles de calcio que  activan la NADH oxidasa (Abramov et al., 

2004). El péptido Aβ produce disminución en los niveles de los transportadores GLT-1 y GLAST 

de los astrocitos ocasionando una disminución en  la captación de glutamato probablemente 

mediado a través del estrés oxidativo (Matos et al. 2008). Los astrocitos activados por el péptido 

Aβ producen citoquinas como IL-1β, TNF-α y TGF-β, quimioquinas, proteínas del complemento, 
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tromboxanos, factores de coagulación, proteasas, inhibidores de proteasas y ROS que pueden 

causar daño neuronal (Johnstone et al., 1999). Las quimioquinas liberadas por los astrocitos atraen 

la microglía que expresa productos proinflamatorios contribuyendo a una mayor 

neurodegeneración (Tuppo & Arias, 2005). Una vía mediadora de estos procesos inflamatorios en 

la glía está regulada por la familia de factores de transcripción CCAAT/ enhancer binding protein 

(C/EBP) (Ejarque-Ortiz et al., 2007) que se encuentran elevados en los astrocitos de pacientes de 

EA (Li et al., 2004). En los cerebros con EA se ha encontrado un aumento de expresión de NO por 

parte de los astrocitos que contribuye al daño neuronal. (Simic et al. 2000). Los astrocitos de los 

pacientes de EA también presentan más tau hiperfosforilada. Esta patología se ha asociado a la 

reducción de la expresión y funcionalidad de los transportadores de glutamato GLT1 y GLAST 

(Maragakis & Rothstein, 2006). En estudios en ratones transgénicos GFAP/ tau P301 L  cuyos 

astrocitos  expresan tau bajo el control del promotor GFAP, se ha observado que la sobreexpresión 

de tau correlaciona con una disminución en la expresión de los transportadores GLT1 y GLAST 

que causa una disminución en la captación de glutamato por parte de los astrocitos (Dabir et al., 

2006). La alteración funcional de los astrocitos en la EA es todavía objeto de estudio y hay mucho 

que investigar en este campo que podría ayudar a comprender mejor esta enfermedad. 
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1.  OBJETIVOS 

 

1.1 OBJETIVO GENERAL   
 

         Caracterización de los astrocitos en procesos de envejecimiento y evaluación de su efecto 
neuroprotector en modelos in vivo e in vitro. La finalidad de estos estudios es ayudar a conocer el 
desencadenamiento y la progresión de enfermedades neurodegenerativas asociadas al 
envejecimiento y en concreto de la enfermedad de Alzheimer. La aportación de nuevos 
conocimientos puede sentar las bases de futuras terapias preventivas del envejecimiento patológico. 

 
 

1.2  OBJETIVOS CONCRETOS 

 

1.  Establecer  modelos in vitro para el estudio del envejecimiento de los astrocitos. 
 

2. Caracterizar el envejecimiento de los astrocitos in vitro y evaluar su capacidad 
neuroprotectora. 
 

3. Estudiar si los astrocitos de los ratones SAMP8 in vitro presentan características de 
senescencia que expliquen su papel en las alteraciones bioquímicas y de comportamiento 
observados in vivo en los ratones SAMP8 envejecidos. 
 

4. Estudiar los efectos del envejecimiento de los astrocitos en la relación neurona-astrocito. 
 
 

5. Estudiar la función neurotrófica de los astrocitos observando si un aumento de su 
capacidad neurotrófica mejora la funcionalidad neuronal en el envejecimiento. 
 

6. Estudiar in vitro e in vivo si en un ambiente de estrés oxidativo, como se produce durante 
el envejecimiento, los astrocitos tienen una respuesta más elevada al péptido betamieloide 
in vitro e in vivo. 
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1.   CULTIVOS CELULARES 

 

1.1   CULTIVOS  DE ASTROCITOS DE RATA Y RATÓN 

 

Los cultivos primarios enriquecidos en astrocitos se prepararon a partir de corteza cerebrales 

de ratas Fisher 344  o ratones SAMP8 y SAMR1 (Figura 40), postnatales de 2 días de edad. Por 

cada cultivo se usa una camada, las cabezas de los neonatos se bañan en alcohol y se decapitan. En 

una cabina de flujo horizontal  se extrae el cerebro asépticamente y se mantiene en una placa de 

Petri con PBS sobre  hielo. De cada cerebro se descarta el cerebelo y los lóbulos olfatorios, y se 

separan los dos hemisferios cerebrales. Con la ayuda de una lupa binocular, se diseccionan los 

hemisferios libres de meninges. En la cabina de flujo vertical con la ayuda de unas tijeras se corta 

el tejido en trozos pequeños, se pasa a un tubo Falcon de 50 ml y  se centrifuga durante 3 minutos a 

1000 rpm. Se elimina el sobrenadante con una pipeta Pasteur y se resuspende el pellet en una 

solución de tripsina-EDTA en PBS. Se incuba el tejido en la solución de tripsinización durante 25 

minutos a 37˚C en agitación de 100 rpm. Después se añade una solución para parar la tripsinización 

de 12 ml de medio de cultivo DMEM (Dulbecco´s Mod Eagle médium suplementado con 

bicarbonato sódico 26.3 mM y glutamina 2.5 mM) con 10% FBS (de foetal bovine serum) y 0.2 ml 

de DNasa (10mg/ml). Se mezcla por inversión y se disocia el tejido mecánicamente, disgregando la 

mezcla con una pipeta de 10 ml repetidamente hasta conseguir una suspensión unicelular. Después 

se centrifuga 7 minutos a 1000 rpm y se descarta el sobrenadante con una pipeta Pasteur. Se añade 

20ml de DMEM con 20% de FBS y  se homogeneiza con una pipeta. Se filtra la suspensión con un 

filtro de 70 μm y se cuenta el número de células en el hemocitómetro (cámara de Neubauer). Se 

añade medio de cultivo DMEM con fungisona (0.25 μg/ml), gentamicina (100 μg/ml) y 20% FBS a 

la solución hasta obtener una densidad de siembra de 300.000 células/ml. Después de sembrar, las 

células se mantienen en el incubador a 37˚C en una atmósfera humidificada con 5% CO2, y 95% de 

aire. El medio se cambia cada 3 o 4 días disminuyendo la concentración durante las dos primeras 

semanas de FBS de 20% a 15% y finalmente al 10%. En los experimentos con astrocitos de ratones 

SAM, estos fueron usados a los 21 días in vitro (DIV). En los experimentos con astrocitos de rata, 

se realizaron cultivos secundarios: a las dos semanas del cultivo los astrocitos están confluentes y 

se lavan con PBS para eliminar los restos de suero, luego se tripsinizan. Se deja actuar la tripsina 

(10mg/ml) dentro del incubador durante 5 minutos aproximadamente hasta que se observa que las 

células se desprenden. Neutralizamos la acción de la tripsina añadiendo PBS con 20% FBS, 

recuperamos la suspensión y centrifugamos 5 minutos a 1000 rpm, luego se siembran a 250.000 

células/ml en el medio DMEM suplementado con antibióticos y 10% FBS en placas o flascones 

NUNC pretratados con poli-L-lisina. Los experimentos se realizaron a los 10 DIV y a los 90 DIV. 
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Estos últimos cultivos fueron tratados de 10 μmol/L  con citosina arabinosa para evitar la 

proliferación celular y así evitar que se incremente el porcentaje de células microgliales. 

                              

   Figura 40: Cultivo de astrocitos  murino; a) contraste fase, objetivo de 20X; b) teñido con GFAP,   
   objetivo de 40X. S. García-Matas. 
 

1.2   CULTIVOS  DE NEURONAS DE RATA Y RATÓN 

  

      Los cultivos primarios de neuronas se prepararon a partir de corteza cerebrales de embriones de 

15 días de ratas Fisher 344  o ratones SAMP8 y SAMR1 (Figura 41). Cada cultivo se realiza a 

partir de una hembra gestante y con unas tijeras se abre el útero, se retira la placenta y se obtienen 

los embriones. Después se extrae el cerebro de los fetos en condiciones estériles y se mantienen en 

una placa de Petri con PBS en hielo. Con la ayuda de una lupa binocular, se descarta el cerebelo y 

los lóbulos olfatorios, y se separan los dos hemisferios cerebrales. Se diseccionan las meninges de 

cada hemisferio y los hemisferios se mantienen en PBS frío. En una campana de flujo vertical se 

transfiere el tejido a una placa de teflón estéril, y se tritura en pequeños trozos usando una cuchilla 

estéril. Se transfiere con una pipeta Pasteur a un tubo Falcon  y se añade una solución de Krebs con 

0.1% BSA (de bovine serum albumin) con  150 mM MgSO4. Se centrifuga brevemente hasta 1000 

rpm y se para inmediatamente, se descarta el sobrenadante, se transferiere el tejido a una solución 

de tripsinización compuesta de Krebs-0.1% BSA con  150 mM MgSO4 y 0.25 mg/ml Tripsina (o 

Tripsina-EDTA) + 0.1mg/ml DNAsa. Finalmente  se incuba durante 15 minutos a 37º en el baño 

con agitación. A continuación se añade una solución de Krebs-0.1% BSA con  150 mM MgSO4  y 

16 μg/ml DNAsa a la suspensión de células y se centrifuga 5 minutos a 1000 rpm. Se quita el 

sobrenadante y se añade una solución para parar la tripsinización del tejido que consta de Krebs-

0.1% BSA con  150 mM MgSO4 y 0.15 mg/ml SBTI (de Soybean Trypsin Inhibitor). Con una 

cánula conectada a una jeringa estéril se disgrega mecánicamente el tejido hasta que la solución se 

vea turbia. Finalmente se transfiere la suspensión a una solución N-DMEM (medio DMEM con 

26.2 mM de bicarbonato sódico, 0.2 mM de glutamina; 100 mU/L insulina B, 7 μM ácido 

paraaminobenzoico (pABA), 100 μg/ml gentamicina y 0.25 μg/ml fungisona) suplementada con 

A B 
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10% FBS y atemperada a  37º. Se centrifuga durante 5 minutos  a 1000 rpm. El pellet se resuspende 

en el medio N-DMEM, se cuentan el número de células con la cámara Neubauer, y se resuspende 

en un volumen conocido de N-DMEM con 10% FBS hasta conseguir una densidad de 1.5x 106 

células/ml para la siembra en flascones o placas NUNC pretratados con poli-D-lisina. 

 

 
 

            Figura 41. Cultivo de neuronas neocorticales de ratón SAM. Objetivo 20X.  S. García-Matas. 

 

1.3   COCULTIVOS  DE NEURONAS Y ASTROCITOS DE RATA Y RATÓN 

 

Para estudiar la neuroprotección que ejercen los astrocitos se realizaron cocultivos de neuronas 

y astrocitos de ratas Fisher 344 en un estudio, y de ratones SAMP8 y SAMR1 en otro. Se realizó el 

cultivo de neuronas según se ha descrito en el apartado anterior y se sembraron a una densidad de 

1.5x 106  células/ml  directamente sobre una monocapa confluente de astrocitos de rata de 10 DIV 

o 90 DIV en portaobjetos con 8 cámaras de NUNC, o sobre astrocitos de ratón de 15 DIV en 

cubreobjetos redondos dentro de placas NUNC de 24 pozos. El medio utilizado fue N-DMEM con 

10% FBS. La supervivencia neuronal se ensayó en neuronas de rata a los 14 días de cocultivo y en 

las neuronas de ratón a los 12 días de cocultivo. 
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2.  MÉTODOS DE MEDIDA DE VIABILIDAD NEURONAL 

 

2.1   TINCIÓN DE CÉLULAS MUERTAS 

         Se utilizó la tinción de yoduro de propidio  para identificar las células muertas en los 

cocultivos de neuronas y astrocitos sin fijar. El yoduro de propidio se internaliza en las células con 

la membrana dañada y produce fluorescencia al intercalarse entre los ácidos nucleicos. Por tanto 

los núcleos de las células dañadas quedan teñidos con fluorescencia roja. Se añade la solución de  

yoduro de propidio al medio de cultivo  a una concentración final de 7.5 μM y se deja actuar 

durante 30 minutos. Después se hace un lavado con PBS a 37ºC y se fijan las células con 

paraformaldehído al 4% y se hacen fotografías con el microscopio invertido Nikon Eclipse E1000 

de fluorescencia contabilizándose las células muertas. 

 

2.2   TINCIÓN INMUNOCITOQUÍMICA Y TINCIÓN CON BISBENZIMIDA  

Para identificar las neuronas hemos utilizado una técnica de tinción inmunocitoquímica contra 

el antígeno nuclear neuronal Neu N o el neurofilamento NF (Figura 42). Como estos antígenos son 

intracelulares se han de permeabilizar las células con 0.25% Tritón X100 en PBS durante 30 

minutos. A continuación se hace un lavado con PBS para eliminar los restos de detergente. 

Después se bloquean las uniones inespecíficas con suero de cabra al 3% en PBS durante 1 hora a 

temperatura ambiente. Se diluye el anticuerpo monoclonal Neu N o NF a 1:200 en PBS con 1% de 

suero de cabra. La incubación con este anticuerpo primario se realiza durante toda la noche a 4˚C. 

Al día siguiente se realizan cuatro lavados de 5 minutos con PBS a temperatura ambiente. A 

continuación se incuba con el anticuerpo secundario antimouse Alexa Fluor 488 (Molecular 

Probes), que tiene fluorescencia verde, diluido en PBS con el 1% de suero durante 1 hora a 

temperatura ambiente. 

 

              Figura 42. Cultivo de neuronas neocorticales de ratón SAM teñidas con Neu N Objetivo 40X.                             
S. García-Matas. 
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Después de teñir las neuronas con Neu N o NF (en color verde), realizamos dos lavados con PBS y 

procedemos a teñir los núcleos con fluorescencia azul de todas las células del cultivo con 

bisbenzimida 5 μM en PBS (Figura 43). Después los cubreobjetos o portaobjetos se montan y se 

determina la supervivencia neuronal contando en campos elegidos sistemáticamente con el 

microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse E 1000 las neuronas inmunoreactivas a NeuN o NF 

que no están teñidas con yoduro de propidio.  

  

Figura 43. Cocultivo de neuronas y astrocitos neocorticales de rata teñidas con bisbenzimida  
Objetivo de 40X.  S. García-Matas. 

3.   MÉTODO DE MEDIDA DE LA ACTIVIDAD MITOCONDRIAL 

 

3.1   ENSAYO DEL MTT 

El ensayo del MTT para medir la actividad mitocondrial de los astrocitos en cultivo y que 

también se aplica para medir citotoxicidad fue desarrollado por Mosmann (1983) y se realizó 

siguiendo las modificaciones de Hansen et al. (1989). Las células viables con mitocondrias activas 

pueden metabolizar la sal de tetrazolio (MTT) y dan lugar a la formación de cristales de formazan 

que son insolubles y de color violáceo. 

Se preparan dos soluciones: 

- Solución MTT: 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenilo tetrazolio bromidio se disuelve a la 

concentración de 5mg/mL en PBS. Se esteriliza por filtración, se ha de proteger de la luz y 

se conserva a 4˚C. 

- Solución de lisis: Se utiliza para lisar las células y disolver los cristales. Se prepara un 

20% de sodio docecilo sulfato (SDS) disuelto en N, N-dimetilo formamida/agua (1:1) a 

pH 7.4. 

 

 

       El ensayo del MTT se lleva a cabo en placas de 96 pozos. Se sacan las placas del incubador y 

se añade 10 μL de solución de MTT a cada pozo a una concentración final de 500 μg/mL. Se ponen 
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las placas en el incubador y se dejan 2 horas. Durante este tiempo las células viables con 

mitocondrias activas reducirán la sal de MTT dando lugar a la formación de cristales. Para hacer el 

blanco se dejan algunos pozos sin añadir la solución de MTT, pero sí que se añade la solución de 

lisis. Para disolver los cristales, se añade 100 μL de solución de lisis a cada pozo y se incuban las 

placas en la estufa a 37 ˚C durante toda la noche. Se  mide la densidad óptica a 560 i 620 nm en el 

espectofotómetro. Se utilizan los valores de  la absorbancia a 620 nm como referencia y se obtiene 

la diferencia respecto a la absorbancia a 560 nm para eliminar el ruido de fondo. 

   Los resultados se calculan según: 

   Porcentaje de reducción de MTT= [(DO-DO0)/ (DOC - DO0)]*100 

Donde DO es la absorvancia de cada pozo,  DOC es la media de absorvancia de los pozos control y 

DO0 es la media de absorvancia de los pozos usados como blanco. 

 

4. MÉTODO DE MEDIDA DE CAMBIOS DE POTENCIAL DE MEMBRANA     

MITOCONDRIAL 

 

4.1  TINCIÓN  CON  RODAMINA 123 
 
         La Rodamina 123 es un colorante fluorescente que se acumula en las mitocondrias activas en 

función de la diferencia de potencial de su membrana. 

         Se preparan las siguientes soluciones: 

- Medio de incubación: solución salina tamponada con HEPES (SSTH): 135 mM NaCl, 5 

mM KCl, 1.8 mM CaCl2 .2H2O, 0.62 mM MgSO4. 7 H2O, 10 mM HEPES y 6 mM 

glucosa; pH: 7.4. 

- Solución de rodamina 123: se prepara una solución madre que contiene 1.05 mg de 

rodamina 123 por mL de etanol absoluto. Esta solución se puede congelar protegida de la 

luz. 

         El ensayo se lleva a cabo en células cultivadas en placas NUNC de 96 pozos. Se hacen dos 

lavados con medio de incubación a 37 ˚C. Después se añade 5 μL de la solución de rodamina 123 

1:10 por pocillo siendo la concentración final de 5 μg/mL. Se dejan algunos pocillos sin solución 

de rodamina 123 como control blanco. La placa se coloca en una estufa de incubación a 37 ˚C 

protegida de la luz y se incuba durante 1 hora. Finalizada la incubación se saca el contenido de la 

placa y se hacen dos lavados con 100 μL de medio de incubación. Se realiza la lectura a las 

longitudes de onda de excitación 485 y de emisión 530. 

Los resultados se calculan según:  

 Porcentaje relativo de acumulación de rodamina 123:                 * 100

 

Donde R es la fluorescencia del pocillo y R0 es el valor promedio de los pocillos control. 

R-R0 

 R0 
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5.  MÉTODO DE MEDIDA DE LA CAPTACIÓN DE GLUTAMATO 

 

5.1 DETERMINACIÓN DE LA CAPTACIÓN DE  [3H] GLUTAMATO EN 

ASTROCITOS 

 

Para determinar la captación de glutamato se utilizó una técnica radiactiva con glutamato 

tritiado en cultivo de astrocitos en placas de 96 pozos. 

 En algunos experimentos los cultivos de astrocitos fueron preincubados con concentraciones de 0- 

1000 μM de H2O2 durante 30 minutos antes de realizarse la determinación de captación de 

glutamato; también se observó el efecto de antioxidantes preincubando los cultivos de astrocitos 

con antioxidantes como el propilgallato (50 μmol/L), trolox (100 μmol/L) y curcumina (10  

μmol/L) durante 30 minutos en los que también estuvieron expuestos a peróxido de hidrógeno. 

  Se preparan las siguientes soluciones: 

- Solución salina tamponada con HEPES-2 (SSTH2): 136 mM NaCl, 5.4 mM KCl, 1.2 mM 

CaCl2, 1.4 mM MgCl2, 1.0 mM NaH2PO4, 10 mM HEPES, 9 mM glucosa a pH 7.3. 

- Solución de glutamato tritiado: glutamato tritiado 9.8 nM (500 nCi/mL) en SSTH2. 

- Soluciones de glutamato frío: soluciones de 2000, 1000, 500, 250, 100, 50, 10, 5, 1 μM de 

ácido glutámico en SSTH2. 

 

   Sacamos la placa del cultivo de astrocitos del incubador y se elimina el medio de cultivo por 

aspiración. Se realiza un lavado con 100 μL de SSTH2 caliente. Se saca el tampón SSTH2 por 

aspiración y se añaden las soluciones atemperadas a 37 ˚C  de glutamato frío y tritiado. Se incuba 

en el baño a 37 ˚C durante 10 minutos con agitación. Después se recoge el medio de incubación 

con una pipeta multicanal. Para eliminar el glutamato tritiado no captado se hacen tres lavados con 

100 μL de SSTH2 frío. Finalmente el medio de incubación y los lavados se mezclan con 5 mL de 

líquido de centelleo (Optiphase “Hisafe 2”) y la radioactividad se mide en un espectrómetro en 

centelleo líquido. Las células se digieren añadiendo 70 μL de NaOH 0.2 N y se deja toda la noche a 

4 ˚C. Al día siguiente se deja la placa durante 4 horas en agitación orbital. Se determina las 

proteínas en 15 μL y el resto de solución se cuenta su radiactividad en 5ml de líquido de centelleo. 

Para determinar la concentración de proteínas se sigue el método de Bradford. Se prepara una 

solución patrón de albumina sérica bovina de 90 μg/mL y se realiza una curva patrón con las 

siguientes concentraciones 0, 0.9, 2.25, 4.5, 6.75, 9 y 13.5 μg en 150 μL de agua  y 50 μL de NaOH 

0.2N. A 15 μL de las muestras se le añaden 185 μL de agua. Se pipetean todas las soluciones en 

una placa de 96 pocillos y se le añaden a todos 50 μL de reactivo de Bradford. Se agitan todos los 

pozos con una pipeta multicanal. Se espera 30 minutos y se lee la placa en el espectofotómetro a 

595nm.
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6.  ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS MEDIANTE WESTERN-BLOT 

 

6.1  EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS TOTALES 

 

          Se prepara la siguiente solución: 

- Tampón RIPA (de ristocetin-induced platelet agglutination buffer) compuesto por 0.1 % 

duodecil sulfato sódico (SDS), 0.5% deoxicolato sódico, 1% Igepal AC-630 disuelto en 10 

mM de PBS. 

Además se le añade el coktel de inhibidores de proteasas (Complete; Boehringer 

Mannheim) y el inhibidor de fosfatasas ortovanadato de sodio (NaVa) a 1 mM. 

Tras sacar los cultivos en flascones del incubador se agitan en la estufa a 150 rpm durante 4 horas 

para eliminar el máximo de células microgliales. Para obtener los extractos celulares, se aspira el 

medio de cultivo y se hacen dos lavados con PBS frio. Se añade directamente al flascón el tampón 

RIPA que contiene detergentes que lisarán la membrana celular y que lleva un coktel de 

inhibidores de proteasas que impedirán la degradación de la muestra. Se deja el flascón 10 minutos 

en hielo y después se deshace con una pipeta Pasteur. Se comprueba en el microscopio que esté 

todo disgregado. Se recoge el lisado con un rascador y una pipeta Pasteur en un eppendorf que se 

mantiene en hielo. Se congelan las muestras a -20 ˚C. Cuando vayan a utilizarse las muestras se 

descongelarán y se sonicarán durante 10 segundos para obtener una solución homogénea.   

 

6.2    DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNAS 

 

La  determinación de la concentración de proteínas se hace siguiendo el método de Bradford 

descrito en 1976. El reactivo de Bradford (Coomassie Brilliant Blue G-250) cambia su máximo de 

absorción desde 465 nm a 595 nm cuando interacciona con los enlaces peptídicos. 

  Las soluciones que se usan en este ensayo son: 

- BioRad Protein Assay (Biorad) 

- Solución BSA: Albumina de suero bovina a 0.2 mg/mL 

A partir de la solución madre de BSA se prepara una curva patrón con diferentes concentraciones 

conocidas de BSA (1-20 μg/mL) en agua Milli-Q. Las muestras se preparan mezclando 5 μL del 

extracto proteico con 795 μL de agua. Finalmente se añade 200 μL de reactivo de Bradford, se 

agita y se incuban durante 15 minutos a temperatura ambiente. A continuación se transfieren 200 

μL a una placa de 96 pozos y se mide la absorbancia a 595 nm. La concentración de proteínas de 
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cada muestra se calcula interpolando el valor de la absorbancia de cada muestra en la recta patrón 

de BSA que se prepara en cada ensayo. 

 

6.3   WESTERN-BLOT 

 

     El método de Western-Blot se utiliza para detectar la expresión o modificación de proteínas 

específicas a partir de un extracto proteico. El primer paso es separar las proteínas según su peso 

molecular mediante un gel de electroforesis. A continuación, las proteínas se transfieren a una 

membrana de PVDF (de Polyvinylidene fluoride). La membrana se incuba con un anticuerpo 

específico para la proteína que se quiere detectar (anticuerpo primario) (Figura 44). Después de 

lavar la membrana para eliminar el exceso de anticuerpo primario, la membrana se expone a otro 

anticuerpo que reconocerá la porción específica de la especie presente en el anticuerpo primario. 

Cuando la detección se hace por quimioluminiscencia, el anticuerpo secundario lleva unido un 

enzima peroxidasa que se utiliza en conjunción con un agente luminiscente y la reacción produce 

luminiscencia en proporción a la cantidad de proteína. Se hace contactar un film fotográfico con la 

membrana y la exposición crea una señal. La intensidad de la señal se cuantifica por densitometría. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 44: Componentes y esquema de Western-Blot. 
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Las soluciones que se preparan para esta técnica son las siguientes: 

- Solución 1: 0.75 M Tris-base, pH 8.8 con HCl, 0.2% dodecilo sulfato de sodio (SDS) 

- Solución 2: 30% Acrilamida /Bis solución, 37,5:1 (BioRad) 

- Solución 3: 0.25 Tris base, ajustar a pH 6.8 , 0.2% SDS en agua Milli-Q 

- Persulfato amónico (PSA): 13% de persulfato amónico. 

- TEMED: TEMED (Sigma). 

- Tampón electrolito: 25 mM Tris-base, 192 mM glicina en agua destilada, 0.1 % SDS. 

- Tampón de transferencia: 25 mM Tris-base, 192 mM glicina, 20% v/v metanol en agua 

destilada. 

- Tampón de carga: 0.5 M NaPi (pH7)= 0.5 M Na2HPO4+ 0.5 NaH2PO4, 20% glicerol, 4% 

SDS, 10% DTT (2,4-ditiotreitol), 0.05% de azul de Bromofenol en agua destilada. 

- Tampón T-TBS: 0.02M Tris HCl, ajustar a pH7.5, 0.150 M NaCl, 0.05% Tween 20 en 

agua destilada. 

- Solución de luminol: 1.25 mM Luminol Na, 0.03% H2O2, 0.1M Tris HCl, ajustamos el 

pH a 8.6. 

- Solución Enhancer: 11 mg ácido P-OH-cumárico en 10 ml de DMSO. 

 

 

6.3.1   PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS 

       Después de determinar la concentración de proteínas, se calcula el volumen de la muestra 

necesario para cargar 15-30 μg de proteína. Las muestras con el tampón de carga se hacen hervir a 

100 ˚C durante 5 minutos para desnaturalizar totalmente las proteínas. 

 

6.3.2   SDS-PAGE (SDS PoliAcrylamide Gel Electrophoresis) 

       En los geles de acrilamida con SDS, las proteínas se mantienen desnaturalizadas. El SDS se 

une a las proteínas, las despliega y les confiere carga negativa. Durante la electroforesis, las 

proteínas migraran hacia el electrodo positivo. Las proteínas pequeñas avanzan más rápidamente a 

través de la malla de acrilamida, de manera que las proteínas quedan separadas según su peso 

molecular. El porcentaje de acrilamida determina la resolución del gel, una mayor concentración de 

acrilamida permitirá separar mejor las proteínas de bajo peso molecular.  

Para hacer la electroforesis se ha utilizado el kit Mini-Protean de BioRad (Figura 44). Se preparan 

dos geles, un gel separador y, por encima, un gel apilador (stacking) con poros grandes de 

poliacrilamida (4%). El gel apilador se prepara a pH 6.8, dos unidades de pH por debajo del 

tampón de electroforesis. Haciendo correr la muestra en estas condiciones se consigue que las 

proteínas se agrupen y entren en el gel separador a la vez. Los geles se preparan según la tabla 5. 
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 6% 8% 10% 12% 15% stacking 

Solución 1 4mL 4mL  4mL 4mL   4mL  - 

Solución 2 
(acrilamida 30%) 

1’6mL  2’16mL 2’68mL 3’2mL  4ml 0’225ml 

Solución 3 - - - - - 0’975 ml  

Agua 2’4 mL 1’84 mL  1’32 mL  0’8mL - 0’775 mL 

TEMED 10μL  10 μL  10 μL 10 μL  10 μL 5 μL 

PSA 40 μL 40 μL  40 μL   40 μL   40 μL  20 μL  

Volumen Total 8mL  8mL 8mL 8mL 8mL 2ml  

 
               Tabla 5: Preparación de geles de acrilamida a diferentes concentraciones.  
 

Una vez el gel ha polimerizado se colocan en la cubeta de electroforesis que se llena con el tampón 

de electroforesis 1X. Las muestras se cargan en los pozos del gel con la jeringa Hamilton. 

Reservamos un carril para cargar el marcador de peso molecular (Precision Plus Protein Standards, 

BioRad). Se conecta la cubeta a la fuente de electroforesis y las proteínas se hacen correr a 100 

vatios hasta que se observa que el frente llega al final del gel. El tampón de carga lleva un 

colorante, el azul de Bromofenol para poder observar el avance del frente. 

 

6.3.3   TRANSFERENCIA POR ELECTROBLOTTING 

Para que las proteínas sean accesibles a la detección con el anticuerpo se transfieren desde el 

gel a una membrana de PVDF (Immobilon, Millipore). El gel de acrilamida se pone en contacto 

con la membrana y mediante el paso de corriente las proteínas migran hacia la membrana, 

manteniendo la misma organización que tenían en el gel. Para que las proteínas queden unidas a la 

membrana es necesario activarla. La activación de la membrana de PVDF se realiza 2 minutos en 

metanol, y un minuto en tampón de transferencia hasta que se equilibra. Montamos la transferencia 

poniendo las esponjas, el papel Whatman, el gel y la membrana en contacto. La transferencia se 

hace a 100 vatios durante 90 minutos. 

 

6.3.4   INMUNOBLOT 

La membrana se activa durante 3 minutos en metanol y se hacen dos lavados de 10 minutos 

con T-TBS. La membrana se incuba durante una hora con solución de bloqueo de uniones 

inespecíficas que consta de T-TBS con 5% BSA y 5% de leche en polvo a temperatura ambiente. A 

continuación se realizan otros dos lavados de 10 minutos con T-TBS. La membrana se incuba con 

el anticuerpo primario  diluido en T-TBS y 1% de leche en polvo durante toda la noche en 

agitación a 4˚C. Al día siguiente se hacen dos lavados de 10 minutos con T-TBS para eliminar el 

exceso de anticuerpo. A continuación la membrana se incuba  con el anticuerpo secundario unido al 
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enzima peroxidasa diluido en T-TBS y 1% de leche en polvo. Finalmente se realizan varios lavados 

con T-TBS. 

6.3.5   DETECCIÓN POR QUIMIOLUMINISCENCIA 

La membrana se incuba con 2 mL de solución luminol y 40 μL de solución enhancer durante 

un minuto. La detección de la luz producida por la reacción de la peroxidasa se realiza poniendo en 

contacto la membrana con una película fotográfica dentro de un casete. 

6.3.6   ANÁLISIS POR DENSITOMETRÍA 

El análisis de la densidad de las bandas se ha realizado utilizando el software Quantity One 

(BioRad). Los valores se expresan como la ratio entre la densidad de la banda de la proteína en 

estudio y la densidad de una proteína control de carga como la β-tubulina o actina. 

Anticuerpo primario Dilución Isotipo Casa comercial 

GFAP 1:40000 Mouse monoclonal Sigma 

S100β         1:500 Mouse monoclonal Sigma 

iNOS        1:200 Rabbit polyclonal Chemicon International 

SOD-1        1:1000 Sheep polyclonal Calbiochem 

 Nitrotyrosine        1:1000 Mouse monoclonal Abcam 

α-actina/β-actina        1:10000 Mouse monoclonal Stressgen Bioreagents 

HO-1        1:1000 Mouse monoclonal Stressgen Bioreagents 

GLAST        1:500 Rabbit polyclonal Alpha Diagnostic Inter. 

Tau p[Ser199]        1:2000 Rabbit polyclonal Biosurce International  

Tau p[Ser396]        1:2000 Rabbit polyclonal Biosurce International 

Pan-Tau        1:2000    Rabbit polyclonal Biosurce International 

Gsk3β [Tyr216]        1:1000 Rabbit polyclonal Bioreagents 

Gsk3β [Ser9]        1:1000 Rabbit polyclonal Bioreagents 

Cdk5        1:1000 Rabbit polyclonal Santa Cruz Bio. 

p35        1:1000 Rabbit polyclonal Santa Cruz Bio. 

p25        1:1000 Rabbit polyclonal Santa Cruz Bio. 

 

Tabla 5: Anticuerpos primarios usados en los experimentos de Western Blot.  
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Anticuerpo secundario Dilución Casa comercial 

Anti- mouse Ig peroxidase linked antibody 1:2000 Sigma Chemical 

Anti- rabbit Ig peroxidase linked antibody 1:2000 Sigma Chemical 

Anti- sheep Ig peroxidase linked antibody 1:2000 Sigma Chemical 

 

     Tabla 6: Anticuerpos secundarios usados en los experimentos de Western Blot. 

 

7.  PROCEDIMIENTOS QUIRÚRGICOS 

 

7.1   INFUSIÓN INTRACRANEAL AGUDA 

 

       La infusión intracraneal se ha realizado en dos estudios de esta tesis, en uno se ha administrado 

un vector viral en el hipocampo de ratas viejas y en el otro se ha administrado hTGFβ1 (de human 

Transforming growth factor beta 1) en  el tálamo de ratas adultas. Primero se las anestesió 

intraperitonealmente con 10 mg/kg de xilacina (Rompún 2%, Bayer) y con 80 mg/kg de ketamina 

(Ketolar 50mg/mL, Pfizer). La infusión intracraneal se realizó con la ayuda de un aparato de 

estereotaxia. Para fijar el cráneo del animal se requiere insertar una barra en cada conducto auditivo 

externo, y para conseguir una absoluta inmovilización de la cabeza se fijan los incisivos superiores 

en un dispositivo horizontal (barra de incisivos) (Figura 45). Una vez colocado apropiadamente el 

animal en el aparato estereotáxico y usando como punto de referencia el Bregma (puntos de corte 

de la sutura longitudinal y la primera sutura transversal del cráneo), se puede localizar cualquier 

estructura anatómica del cerebro mediante el cálculo de sus coordenadas estereotáxicas registradas 

en un atlas estereotáxico. Para cada área cerebral, el atlas proporciona medidas exactas en las tres 

direcciones del espacio (antero-posterior AP, medio-lateral LL y dorso-ventral DV) con respecto a 

los puntos estereotáxicos de referencia. 

 
 Figura 45: Representación esquemática de la colocación del animal en el aparato estereotáxico.
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   Una vez anestesiado el animal, se coloca en el aparato de estereotaxia con una manta térmica y se 

practica un corte longitudinal en la piel del cráneo separando la piel con pinzas bulldog de los 

laterales del cráneo. Tomando como punto de referencia el Bregma y empleando el atlas de 

anatomía de la rata de Paxinos y Watson (1986), se establecen las coordenadas bilaterales del punto

exacto de infusión para introducir la cánula de acero inoxidable de 25 G. En el estudio de inyección 

de vectores virales las coordinadas del área CA1 del hipocampo para la infusión son  AP = -3,8;

LL= +/-2,0 y DV = -2,4 mm (Figura 46). En el estudio sobre el péptido betamieloide, las 

coordenadas para inyectar hTGFβ1 bilateralmente en el tálamo son AP= -2.1 mm; L-L= ± 1.4 mm 

y DV= -4.6 mm.  Una vez establecidas las coordenadas, se accede a ese punto practicando un 

pequeño orificio en el cráneo del animal sin romper la duramadre, se llena la cánula con la solución 

a inyectar y se introduce hasta la profundidad de la coordenada vertical, teniendo en cuenta el 

espacio que queda entre el cráneo y la corteza cerebral. La cánula está unida a una jeringa Hamilton 

llena de PBS y colocada en una bomba de microinfusión (Bioanalytical system INc, West 

Lafayette) a través de un tubo de Teflon. Una vez colocada la cánula  se pone en marcha la bomba 

y se realiza la infusión. Después de parar la bomba se espera 5 minutos sin mover la cánula para 

evitar el reflujo de la solución. Se procede de la misma forma para la infusión bilateral de la 

solución. A continuación se cose la herida con seda trenzada (Lab Aragó) y se aplica yodo. 

  

Figura 46: Sección transversal marcando en verde la zona de infusión en CA1 del hipocampo de la 
rata en el experimento de infusión de un vector viral. Paxinos & Watson, 1986. 
 

7.2   INFUSIÓN CRÓNICA INTRACEREBROVENTRICULAR CON MINIBOMBAS                    

OSMÓTICAS  

 

    El día anterior al implante de las bombas Alzet, se realiza la dilución del péptido amiloide y el 

resto de los componentes para rellenar la bomba. Se rellena la bomba y se monta con el kit de 

infusión intracerebral de Alzet que se sumerge en un vaso de precipitados con salino y se introduce 

en una estufa a 37 ˚C durante toda la noche.  El día de la cirugía las ratas se anestesian 

intraperitonealmente con 10 mg/kg de xilacina (Rompún 2%, Bayer) y con 80 mg/kg de ketamina 

(Ketolar 50mg/mL, Pfizer). Los animales se colocan con una manta térmica en el aparato 

estereotáxico y se realiza una incisión con el bisturí sobre la piel del cráneo hasta el cuello dejando 
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despejado el hueso. Se separa la piel de los laterales del cráneo con pinzas bulldog. Se miden las 

coordenadas del bregma y se realizan los agujeros (Figura 47).  

 

  
           Figura 47: Procedimiento quirúrgico con el aparato estereotáxico.  

 Las bombas osmóticas Alzet se colocan entre las regiones escapulares de las ratas y la cánula se 

implanta estereotáxicamente en el ventrículo lateral derecho cuando solo hay que implantar una 

bomba y en ambos ventrículos si se han de implantar dos, según las coordenadas del atlas de 

Paxinos y Watson: AP:-0.9 mm; LL= ± 1.3 mm y DV= -3.5 mm hasta la duramadre (Figura 48). La 

cánula intracerebral se fija con cemento dental y tornillos en el cráneo y después se cose la herida 

con seda trenzada y se aplica yodo. Al final del experimento, las bombas se extraen y se comprueba 

el correcto funcionamiento, observando que todo su contenido ha sido administrado y que la bomba 

está intacta. 

 
                   Figura  48: Esquema de las bombas Alzet y su implantación  intraventricular. 

 

8.  PRUEBAS DE COMPORTAMIENTO 

 

8.1   LABERINTO ACUÁTICO DE MORRIS

 

     Las pruebas de comportamiento para la memoria espacial y el aprendizaje se han llevado a cabo 

en un laberinto acuático descrito por  Morris en 1981. Estas pruebas se han realizado en el 

laboratorio animal de Psicología en el campus Mundet de la UB, utilizando el equipo construido 

según  detalla Chamizo et al., 2006. La piscina es circular de 1.60 m de diámetro y se vuelve opaca 
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tras añadir 100 mL/L de látex. La temperatura del agua se mantiene a 22 ± 1 ˚C. Unas cortinas 

negras envuelven la piscina. Dentro del entorno de la piscina se ponen cuatro claves dispuestas en 

ángulos de  90˚ entre ellos: A) una luz fija de 40W, B) una pelota de playa, C) una estructura 

vertical de cubos blancos y D) tres botellas de 1.5 L envueltas con papel de aluminio (Figura 49). 

Dentro de la piscina hay una plataforma circular de 0.11 m sumergida 1 cm de la superficie y a 

0.38 m de los laterales. Las claves y la plataforma son rotadas a las posiciones de 90˚, 180˚, 270˚ y 

360˚ en cada ensayo para asegurarnos de que el animal se guía por estas claves para encontrar la 

plataforma. Un circuito cerrado de video registra los movimientos de cada animal y se analizan en 

el ordenador. Dependiendo del experimento se han realizado diferentes números de ensayos antes 

de realizar las pruebas de retención (ver resultados). Previo a los estudios se han realizado pruebas 

de entrenamiento con la plataforma visible o no, que consisten en 8 ensayos durante dos días pero 

sin colocar las claves en la piscina. En el entrenamiento las ratas tienen 90 segundos para localizar 

la plataforma y después se las deja 30 segundos en ella antes de sacarlas. Para los test de 

adquisición se colocan las claves en la piscina y se  hacen ensayos de escape en las que el animal 

tiene  90 segundos para  nadar y encontrar la plataforma sumergida que estaba entre dos claves (por 

ejemplo entre A y B). Cada animal realiza 4  ensayos de escape al día, un número determinado de 

días según cada experimento y según la latencia de escape durante la fase de adquisición se mira 

como va aprendiendo el animal. Después se realiza la prueba de retención de 60 segundos donde se 

hace nadar al animal en la piscina pero sin plataforma y se mide el tiempo que nada en el cuadrante 

correcto donde debía de estar localizada la plataforma. En uno de los estudios después de estas 

pruebas de comportamiento y previa comprobación de la extinción de la memoria previa se realizan 

las pruebas de inversión para estudiar la capacidad del animal de volver a aprender algo distinto de 

lo aprendido anteriormente. La inversión consiste en cambiar la plataforma de lugar es decir si 

antes estaba entre las claves A y B, se coloca en la inversión entre C y D y se realiza el mismo 

proceso de adquisición con ensayos de escape y las posteriores pruebas, analizando el tiempo que 

el animal nada en el cuadrante correcto. 

 

 

                                 Figura 49: Laberinto acuático de Morris. S García Matas. 
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9.  DISECCIÓN DEL CEREBRO E HISTOLOGÍA 

 

9.1   DISECCIÓN DEL CEREBRO PARA CORTES DE CRIOSTATO

          Después de realizar las pruebas de comportamiento con las ratas inyectadas con lentivirus, 

los animales se anestesian con 40 mg/kg de ketamina ip y se decapitan. A continuación se extraen 

los cerebros y se sumergen en una solución salina fría y se colocan en un bloqueador de cerebro 

Kopf. El cerebro se corta en tres bloques y luego se secciona sagitalmente por la línea media. El 

bloque que contiene el hemicerebro con el hipocampo dorsal se fija por inmersión en 10% de 

formaldehido disuelto en tampón fosfato y se crioprotege con 10%-30% de sacarosa en tampón 

fosfato. Después se congela en una placa metálica sobre hielo seco. Finalmente se realizan cortes 

de 16 μm con un criostato (Microm) que se colocan sobre portaobjetos histogripados. 

9.2   HISTOLOGÍA PARA CORTES DE CRIOSTATO 

Los cortes de criostato se dejan secar. Para el bloqueo de uniones inespecíficas los cortes se 

incuban con una solución de 10% de suero de cabra, 1% de gelatina y 0.2% de Tritón X-100 

durante 2 horas a 22˚C. Después se incuban con los anticuerpos primarios: anti-GFAP monoclonal 

1:400 (clone GA5, Sigma) y anti GFP (de Green fluorescence protein) policlonal 1:1000 (Abcam), 

disueltos en la solución anterior durante toda la noche a 4 ˚C. Al día siguiente se hacen tres lavados 

de 5 minutos en PBS a temperatura ambiente. A continuación los cortes se incuban con los 

anticuerpos secundarios: antimouse Alexa fluor 546 rojo 1:1000 (Molecular Probes) para GFAP y 

antirabbit Alexa Fluor 488 verde 1:1000 (Molecular Probes) para GFP, en la solución de bloqueo a 

22˚C. Después se hacen dos lavados de 5 minutos con PBS a temperatura ambiente. Los cortes se 

sumergen en una solución de bisbenzimida 5 μM en PBS durante 20 minutos para teñir los núcleos 

de las células. Se hacen dos lavados de 5 minutos en PBS y los cortes se montan con cubreobjetos 

en Mowiol.   

 
  Figura 50: Tinción de GFP en verde, GFAP en rojo y núcleos azules con bisbenzimida. Zona CA1 del 
hipocampo, * capa de neuronas piramidal. Microscopía confocal. S García Matas. 
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        9.3  DISECCIÓN DEL CEREBRO PARA CORTES DE MICROTOMO 

9.3.1   SACRIFICIO Y PERFUSIÓN DE LOS ANIMALES 

Después de realizar las pruebas de comportamiento con las ratas con implante de bombas 

intraventriculares, los animales se anestesian intraperitonealmente con 80 mg/kg ketamina y 

10mg/kg xilacina como relajante muscular. A continuación se colocan los animales en decúbito 

supino con sus extremidades extendidas y sujetas y se hace una incisión en la zona terminal del 

esternón cortando las costillas y separándolas. Se introduce una cánula en el ventrículo izquierdo 

del corazón  hasta la aorta y se sujeta con hilo de sutura. Se perfunde el animal con 100 mL de 

0.9% de salino con heparina a 37˚C (100 UI/100mL) y después con 50 mL de 0.9 % salino a 37 ˚C 

mediante una bomba de perfusión para limpiar la sangre del sistema circulatorio, cortando las 

venas yugulares por donde saldrá el líquido perfundido. Después se perfunde el animal con 200 mL 

de formaldehido en tampón fosfato. Una vez el animal está suficientemente rígido los cerebros se 

extraen del cráneo, se cortan en bloques de 4 mm en el Stoelting Tissue Slicer y se colocan en 

casetes de biopsia para la posfijación en parformaldehído durante 24 horas a 4˚C. Al día siguiente 

los casetes se lavan con tampón fosfato 0.01M pH 7.4 y después con agua a temperatura ambiente. 

9.3.2   DESHIDRATACIÓN E INCLUSIÓN DE LOS BLOQUES 

Los casetes con los bloques de cerebro se introducen en la máquina automática de inclusión en 

parafina (Shandon). El programa es el siguiente: dos lavados de 1 hora de agua corriente, dos 

lavados de 30 minutos de etanol al 70 %, dos lavados de 30 minutos de etanol al 96%, dos lavados 

de 30 minutos de etanol al 100%, dos lavados de 30 minutos de xilol y dos baños en parafina de 45 

minutos. Una vez ejecutado el programa se extraen los casetes del incluso y se dejan en el baño de 

parafina caliente hasta hacer los bloques de parafina. Para hacer los bloques de parafina se cogen 

los moldes de acero inoxidable, se colocan los bloques y se dispensa la parafina líquida hasta 

rellenar el molde. Después se pone la tapa del casete y se deja enfriar en una placa fría. Cuando la 

parafina se ha solidificado se extrae el bloque embebido en parafina del molde. 

9.3.3   CORTES EN MICROTOMO 

Los bloques de parafina se cortan en el micrótomo (Leica) en cortes de 5-7 µm y se montan en 

portaobjetos histogripados (Zymed). 

9.4   HISTOLOGÍA PARA CORTES DE MICROTOMO 

9.4.1  TINCIÓN CON TIOFLAVINA  

La tinción con tioflavina nos permite visualizar los depósitos de Aβ.                          

Los cortes de parafina se desparafinan con tres lavados de 5 minutos de xilol y se hidratan. La 

hidratación se realiza siguiendo los siguientes pasos: dos lavados de 5 minutos con etanol 100˚,   
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dos lavados de 5 minutos con etanol de 95˚, dos lavados de 5 minutos con etanol de 70˚ y un 

lavado de 5 minutos con agua a temperatura ambiente. 

 Los cortes hidratados se sumergen primero en la solución fresca de tioflavina (Sigma) al 1% 

en agua destilada durante 8 minutos a temperatura ambiente y después  en una solución de alcohol 

al 70% durante 6 minutos. Se hacen dos lavados de dos minutos en agua destilada. Finalmente los 

cortes se montan con los cubreobjetos en Mowiol (Figura 50). 

                     

Figura 51: Tinción con tioflavina de acúmulos de betamieloide en el cerebro de rata. Objetivo de 40 X. 
S García Matas. 

9.4.2  TINCIÓN CON FLUROJADE 

La tinción con flurojade-B nos permite teñir las neuronas en degeneración (Schmued & 

Hopkins, 2000) y los astrocitos y microglía reactiva (Damjanac et al., 2007).  

Una vez desparafinados e hidratados los cortes de tejido cerebral se sumergen en una solución 

de permanganato potásico 0.06% durante 10 minutos en agitación. Después se prepara la solución 

de tinción preparando una solución stock de Fluoro-Jade B 0.01% y una solución de ácido acético 

0.1 % en agua milliQ. La solución de tinción de Fluoro- Jade B se prepara mezclando 4% solución 

stock en la solución de ácido acético. Los cortes se tiñen durante 20 minutos en la solución de 

tinción. A continuación se realizan tres lavados de un minuto en agua destilada. Se secan los cortes 

en una estufa a 50 ˚C durante 30 minutos. Se deshidratan los portaobjetos en xileno durante 5 

minutos y se montan en DPX (Fluka). 

9.4.3  TINCIÓN PERLS’ PRUSSIAN BLUE 

Esta tinción nos permite teñir el hierro depositado en el tejido.  

Se desparafinan e hidratan los cortes de tejido cerebral y se lavan en agua miliQ. A 

continuación se incuban los cortes durante 20 minutos en una solución mezcla a partes iguales de 

2% potasio ferrocianido en agua milliQ y 2% de ácido hidroclórico en agua milliQ. Posteriormente 

se lavan los cortes en agua milliQ. Finalmente se contrasta la tinción con una solución de neutral 

red que consta de 1% neutral red 1% ácido acético en agua milliQ. Se deshidratan los cortes con 

concentraciones descendientes de alcoholes y xilol y se montan en DPX. 
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         A     B 

Figura 52: Tinción con PERLS y neutral red de a) ventrículo (Objetivo de 10 X) y b) septo (Objetivo de 
40X) de rata tratada con Aβ+BSO+Fe intraventricularmente.  S García Matas 

9.4.4  HISTOQUÍMICA CON LECTINA DE TOMATE 

Se desparafinan e hidratan los cortes de tejido. Se procede a bloquear las peroxidasas 

endógenas a temperatura ambiente mediante la inmersión de los cortes en una solución de bloqueo 

que consta de 1% de H2O2 y 30% metanol en PBS durante 15 minutos. Después se realizan tres 

lavados de 5 minutos en PBS. Posteriormente se realiza el tratamiento enzimático para 

permeabilizar el tejido a temperatura ambiente: primero se sumergen los cortes en una solución de 

0.05% de saponina fresca en PBS durante 30 minutos. A continuación se hace un lavado de 5 

minutos en PBS y después otro de 5 minutos en 0.2% Tritón X-100 en PBS. Al final del 

tratamiento se realizan dos lavados de 1 minuto en PBS. 

Para la reacción histoquímica se realiza la incubación del tejido en 2.5 μg/ mL de lectina de 

Lycopersicon esculentum biotinilada  en 0.2% gelatina y 0.2% Tritón X-100 en PBS toda la noche 

a 4 ˚C. Al día siguiente se hacen tres lavados de 5 minutos de los portaobjetos en 0.2% Tritón X-

100 en PBS para eliminar los restos de lectina de tomate. Finalmente se aplica la solución ABC 

según las instrucciones del kit Vectastin (Vector laboratorios) y se revelan con diaminobenzidina 

tal como se explica en el apartado siguiente. Los cortes son deshidratados y se montan en DPX.  

9.4.5   INMUNOHISTOQUÍMICA   

Una vez desparafinados e hidratados los cortes de tejido cerebral  se  sumergen  en una 

solución de citrato 1.25 % pH6 (Zymed) en agua destilada. Los cortes se autoclavan inmersos en 

esta solución durante 5 minutos a 120 ˚C para exponer los epítopos. 

A continuación se procede a bloquear  las peroxidasas endógenas a temperatura ambiente 

mediante la inmersión de los cortes en una solución de bloqueo que consta de 1 % de H2O2 y 30 % 

metanol en PBS durante 15 minutos. Después se realizan tres lavados de 5 minutos en PBS. 

Posteriormente se realiza el tratamiento enzimático para permeabilizar el tejido a temperatura 

ambiente: primero se sumergen los cortes en una solución de 0.05 % de saponina fresca en PBS 

durante 30 minutos. A continuación se hace un lavado de 5 minutos en PBS y después otro de 5 
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minutos en 0.2 % Tritón X-100 en PBS. Al final del tratamiento se realizan dos lavados de 1 

minuto con PBS. 

Después se hace el bloqueo de uniones inespecíficas a temperatura ambiente. Se prepara una 

solución con gelatina diluyendo 0.2 % gelatina y 0.2 % Tritón X-100 en PBS y con esta 

preparamos la solución de bloqueo de uniones inespecíficas, diluyendo 5 % del suero del animal en 

que se ha hecho el anticuerpo secundario en la solución con gelatina. Se aplica la solución de 

bloqueo sobre cada corte de tejido y se tapa con un plástico de la medida del portaobjetos. Se 

incuban  los cortes con la solución de bloqueo durante 2 horas. 

A continuación se realiza la incubación con el anticuerpo primario. Los anticuerpos 

monoclonales y policlonales se diluyen según la tabla 7 en 1 % suero de caballo (Vector) o 1% 

suero de cabra (Vector) respectivamente en la solución de gelatina. Se aplica la solución con el 

anticuerpo primario sobre el corte de tejido y se tapa con un plástico. Finalmente, los cortes se 

incuban dentro de una cámara húmeda de NUNC durante toda la noche a 4˚C. 

Al día siguiente se hacen tres lavados de 5 minutos de los portaobjetos en 0.2% Tritón X-100 

en PBS para eliminar los restos de anticuerpo primario. 

Posteriormente se hace la incubación con el anticuerpo secundario biotinilado. Los cortes que 

se han incubado con anticuerpos monoclonales primarios se incuban en la solución con anticuerpo 

secundario biotinilado antimouse hecho en caballo (dilución 1:200) en 1 % de suero de caballo en 

solución de gelatina. Si los cortes se han incubado con anticuerpos policlonales se incuban en la 

solución con anticuerpo secundario biotinilado antirabbit hecho en cabra (dilución 1:200) en 1% 

suero de cabra en solución de gelatina. Se aplica la solución de bloqueo sobre cada corte de tejido 

del portaobjetos y se tapa con un plástico. Se incuba durante 1 hora a temperatura ambiente. 

Después se saca el plástico y se sumergen los portaobjetos en 0.2% Tritón X-100 en PBS haciendo 

3 lavados de 5 minutos a temperatura ambiente. 

A continuación se hace la incubación con el complejo avidina- biotina-peroxidasa de rábano. 

Se prepara la solución ABC de Vectastin 30 minutos antes de su uso y se mantiene a 4˚C protegida 

de la luz: se diluye 1/100 de solución A + 1/100 de solución B en el suero en el que se ha hecho el 

anticuerpo secundario en solución de gelatina. Se aplica la solución ABC sobre cada corte de tejido 

y se tapa con un plástico. Se incuba la solución durante 1 hora a temperatura ambiente. Después se 

sacan los plásticos y se sumergen los portaobjetos en las cubetas de vidrio con una solución de 0.2 

Tritón X-100 en PBS haciendo 2 lavados de 5 minutos a temperatura ambiente. Se hacen tres 

lavados de 5 minutos de PBS. 

Finalmente se realiza el revelado con diaminobencidina (DAB). Se prepara la solución con 

0.5% DAB (Pierce) y 0.05 % H2O2 en  PBS. Se sumergen los cortes en la solución de revelado 
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durante un tiempo variable y se observa al microscopio hasta que los cortes se tiñen de color 

marrón. Cuando se han teñido los cortes se para la reacción sumergiendo los cortes en PBS. 

Los cortes se pueden deshidratar y montar, o  contrastar con hematoxilina y/o eosina y después 

se deshidratan y se montan. Para contrateñir los portaobjetos se sumergen en una solución de 

hematoxilina de Harris (Sigma) recién filtrada durante 4 minutos. Se lavan con agua corriente hasta 

que se ve la coloración azul. Se sumergen los cortes en una solución de 1% HCl en etanol 95 % 

hasta que desaparece el color azul y se lavan en agua amoniacal (25 % NH3 en agua destilada) 

hasta que aparece el color azul. Después se hacen hacen dos lavados: uno de 3 minutos  en agua 

corriente y otro de 2 minutos en agua destilada. También se puede contrastar con eosina, se 

sumergen los cortes en eosina alcoholica (Sigma) durante 20 segundos y se lavan con agua 

corriente. Antes del montaje se hace una deshidratación rápida. En cubetas de vidrio se hacen dos 

lavados de 1 minutos en etanol al 70%, dos lavados de 1 minutos en etanol al 95 %, dos lavados de 

1 minutos en etanol absoluto y finalmente dos lavados de 5 minutos de xilol. El montaje se hace 

con cubreobjetos y DPX o Entelan (Fluka). 

 

Anticuerpo primario Dilución Isotipo Casa comercial 

Acetilcolinesterasa 1:100 Goat polyclonal Chemicon 

β-amiloide (clon 4G8) 1:150 Mouse monoclonal Signet Lab 

ED-1 (clon CD68) 1:100 Mouse monoclonal Serotec 

Hemoxigenasa 1        1:50 Mouse monoclonal Stressgen 

 8hidroxi-2deoxiguanosina        1:50 Mouse monoclonal Jaica 

Hidroxy-2-trans-nonenal        1:100 Mouse monoclonal Jaica 

GFAP        1:300 Rabbit polyclonal Sigma 

Nitrotirosina        1:50 Mouse monoclonal Abcam 

Superóxido dismutasa   

           (Cu/Zn-SOD) 

       1:100 Sheep polyclonal Calbiochem 

Superóxido dismutasa 

 (Mn-SOD) 

1:100 Sheep polyclonal Calbiochem 

Ubiqüitina        1:50 Mouse monoclonal Novacastra 

 

Tabla 7: Anticuerpos primarios usados en inmunohistoquímica para cortes parafina.  
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Anticuerpo secundario Dilución Casa comercial 

Biotinilated Anti- mouse IgG (H+L) 1:200 Vector 

Biotinilated Anti- rabbit IgG (H+L) 1:200 Vector 

Biotinilated Anti-sheep IgG (H+L)  1:200 Vector 

 

Tabla 8: Anticuerpos secundarios usados en inmunohistoquímica para cortes parafina 

 

              A)      B)    . 

Figura 53. Tinción de GFAP en hipocampo con astrogliosis de cerebro de rata teñido con DAB.            
A) Objetivo de 10X B) Objetivo de 40X. S García Matas. 

 

A)       B)  

 Figura 54. Tinción contra el péptido betamieloide (4G8) en septo (A) y cuerpo calloso (B) de cerebro 
de rata contratinción con hematoxilina. Objetivo de 40X.  S García Matas. 
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        9.5  DISECCIÓN DEL CEREBRO PARA CORTES DE VIBRÁTOMO 

9.5.1   SACRIFICIO Y PERFUSIÓN DE LOS ANIMALES 

Se procede igual que en el sacrificio y perfusión de los animales destinados a micrótomo 

apartado 9.3.1. 

  9.5.2   CORTES EN VIBRÁTOMO 

Los cortes de tejido cerebral de 4mm fresco se cortan con el vibrátomo (Leica) en secciones de 

50 μm que se sumergen en tampón fosfato.  

9.6  HISTOLOGÍA PARA CORTES DE VIBRÁTOMO 

9.6.1  INMUNOHISTOQUÍMICA  

La cortes se procesan por flotación. Primero se realizan dos  lavados con PBS durante 10 

minutos.  

A continuación se procede a bloquear  las peroxidasas endógenas a temperatura ambiente 

mediante la inmersión de los cortes en una solución de bloqueo que consta de 3 % de H2O2 y 10 % 

metanol en PBS durante 25 minutos. Después se realizan tres lavados de 15 minutos en PBS y tres 

lavados de 0.5% tritón X-100 en PBS de 5 minutos cada uno. 

Después se hace el bloqueo de uniones inespecíficas a temperatura ambiente igual que en la 

inmunohistoquímica para cortes de parafina  

Los cortes se incuban toda la noche a 4 ˚C con el anticuerpo primario policlonal OX-6 o     

OX- 42 (Serotec) dilución  1:500 en 1% de suero de cabra en 0.2% gelatina 0.2% tritón en PBS. 

Al día siguiente se realizan 5 lavados en 0.5% tritón X-100 en PBS de 5 minutos cada uno. 

A continuación se incuba con el anticuerpo secundario biotinilado antirabbit diluido 1:200 en 

1% en suero de cabra en 0.2% gelatina 0.2% tritón en PBS. Se hacen 5 lavados de 5 minutos en 

0.5% tritón X-100 en PBS. 

A continuación se hace la incubación con el complejo avidina- biotina-peroxidasa de rábano. 

Se prepara la solución ABC de Vectastin 30 minutos antes de su uso y se mantiene a 4˚C protegida 

de la luz: se diluye 1/100 de solución A + 1/100 de solución B en 0.2% gelatina 0.2% tritón en 

PBS. Los cortes se sumergen en la solución ABC. Se hacen cinco lavados de 5 minutos en tritón X-

100 en PBS. 
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Finalmente se realiza el revelado con diaminobencidina y/o se contratiñen con hematoxilina y 

se montan según el protocolo del apartado de inmunohistoquímica para cortes de parafina cuidando 

de montar los cortes flotantes con un pincel en portaobjetos gelatinados sin dejar pliegues. 

                      

         Figura 55: Tinción de OX 42 mostrando microglía acitivada en el córtex de cerebro de rata.                 
Objetivo 20X. S García Matas. 
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    RESUMEN 

 

        Las alteraciones funcionales de los astrocitos puede afectar la viabilidad neuronal que 
acontece en el envejecimiento cerebral. En este estudio, evaluamos la capacidad neuroprotectora de 
los astrocitos en un modelo de envejecimiento in vitro. Hemos evaluado los cambios en el estrés 
oxidativo, la captación de glutamato y la expresión proteica en astrocitos corticales de rata en 
cultivos de 10 y 90 dias in vitro (DIV). Los niveles de la proteína acídica fibrilar glial y S100β se 
incrementaros a los 90 días cuando las células eran positivas al marcador β-galactosidasa de 
senescencia. En los cultivos de astrocitos a largo plazo, la generación de especies reactivas de 
oxígeno fue incrementado y la actividad mitocondrial se encontraba disminuida. Simultaneamente, 
hubo un incremento de las proteínas detectadas positivamente para la nitrotirosina. La expresión de 
las proteínas Cu/Zn-superóxido dismutasa (SOD-1), la hemooxigenasa 1 (HO-1) y la óxido nítrico 
sintasa inducible (iNOS) aumenta en los astrocitos envejecidos. La captación de glutamato en los 
astrocitos de 90 DIV era mayor que en los astrocitos de 10 DIV, y eran más vulnerables a la 
inhibición por la exposición a H2O2. El incremento en la captación de glutamato fue probablemente 
debido a la regulación al alza del transportador glutamato/aspartato. Los astrocitos envejecidos 
tenían una menor capacidad de mantener la supervivencia neuronal. Estos hallazgos indican que los 
astrocitos pueden perder en parte su capacidad neuroprotectora durante el envejecimiento. Estos 
resultados también sugieren que los astrocitos envejecidos pueden contribuir a exacerbar el daño 
neuronal en los procesos neurodegenerativos relacionados con la edad.   
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       RESUMEN 

 

      En etapas tempranas de los cerebros de ratones de senescencia accelerada (SAMP8) hay un 
incremento del estrés oxidativo y de la patología de tau. Los astrocitos desempeñan un importante 
papel, tanto en determinar la susceptibilidad cerebral al daño oxidativo como en la protección de 
las neuronas. En este trabajo, hemos estudiado los cambios en la fosforilación de tau, el estrés 
oxidativo y la captación de glutamato en cultivos primarios de astrocitos de la corteza de ratones 
neonatos SAMP8 comparados con los de ratones resistentes a la senescencia (SAMR1). Hemos 
demostrado un incremento de las formas anormales de fosforilación de tau en Ser199 y Ser 396 en los 
astrocitos SAMP8 comparado con la de los ratones controles SAMR1. La actividad quinasa de 
Gsk3β y Cdk5, que regulan la fosforilación de tau, también está incrementada en los astrocitos de 
SAMP8. La inhibición de Gsk3β por litio o la de Cdk5 por roscovitina reducen la fosforilación de 
tau en Ser396. Además, hemos detectado un incremento de la generación del radical superóxido, que 
puede ser responsable del correspondiente incremento en la lipoperoxidación y la oxidación 
proteíca. También hemos observado una reducción en el potencial de membrana mitocondrial en 
los astrocitos de los ratones SAMP8. La captación de glutamato en los astrocitos en un mecanismo 
crítico para el mecanismo de neuroprotección. Los astrocitos SAMP8 muestran una disminución en 
la captación de glutamato comparada con la de los controles SAMR1. Interesantemente, la 
supervivencia de las neuronas SAMP8 y SAMR1 en cocultivo con astrocitos SAMP8 estaba 
reducida de manera significativa. Nuestros resultadso indican que las alteraciones de los cultivos de 
astrocitos de ratones SAMP8 son muy similares a las encontradas en los cerebros de los ratones 
SAMP8 de 1-5 meses. Además, nuestros resultados sugieren que estas preparaciones in vitro son 
adecuadas para el estudio a nivel molecular y celular de los procesos subyacentes en el 
envejecimiento temprano de este modelo murino. Es más, nuestro estudio apoya el argumento de 
que los astrocitos tienen un papel clave en la neurodegeneración durante el proceso de 
envejecimiento.
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    RESUMEN 

 

         El factor neurotrófico derivado de la glía (GDNF) ha sido ensayado por sus efectos 
neurotróficos contra la atrofia neuronal que causa déficits cognitivos en la vejez. Ratas Fisher 344 
viejas con deterioros encontrados a través de test en el laberinto acuático de Morris recibieron 
inyecciones intrahipocampales en el área CA1 de vectores lentivirales. Estos vectores lentivirales 
codificaban para el GDNF humano o para el para la proteína verde fluorescente humana como 
control. Los vectores lentivirales recombinantes fueron construidos con un promotor del 
citomegalovirus humano y un pseudotipo de la glicoproteína del lisavirus Mokola que se transduce 
específicamente en astrocitos in vivo. Los astrocitos que secretan GDNF aumentan la función 
neuronal como se muestra en el incremento local de la síntesis de los neurotransmisores 
acetilcolina, dopamina y serotonina. Este efecto neurotrófico conduce a una mejoría cognitiva de 
las ratas a las dos semanas después de la transducción génica. El aprendizaje espacial y la memoria 
evaluados mostraron un aumento significativo de las habilidades cognitivas debidas a la exposición 
a GDNF, mientras que las ratas controles transducidas mantienen su rendimiento a nivel del azar. 
Estos resultados confirman un amplio espectro de acción del GDNF y abre nuevas posibilidades de 
la terapia génica para reducir la neurodegeneración relacionada con la edad.   
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RESUMEN 

 

        La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad devastadora dentro de las enfermedades 
neurodegenerativas. El mayor factor de riesgo para EA esporádica (que es el tipo predominante) es 
la edad. La neurotoxicidad por el péptido betamieloide (Aβ)  está propuesto como el primer paso de 
una cascada de eventos perjudiciales para la patología de la EA y las demencias. Participantes 
importantes de estos cambios cerebrales son las células gliales. Los astrocitos prestan apoyo vital a 
las neuronas, y también modulan la funcionalidad de la sinapsis. Por lo tanto, los efectos tóxicos 
del Aβ sobre los astrocitos colaborarían a desarrollar cambios neurodegenerativos que conducen a 
la EA.  El envejecimiento disminuye  la defensa antioxidante e induce estrés oxidativo. Hemos 
estudiado los efectos de Aβ42 sobre ls cultivos de los  astrocitos humanos en la presencia o 
ausencia de los agentes prooxidantes como butionina sulfoximina (BSO), un inhibidor de síntesis 
glutatión y FeSO4 que  libera hierro redox activo. Condiciones prooxidantes potenciaron la 
toxicidad del Aβ, que se demostraron por la generación de radicales libres, cambios inflamatorios y  
apoptosis en los astrocitos humanos. Un tratamiento similar fue ensayado en la rata in vivo. Una 
mezcla del Aβ40 y Aβ42 o sólo del Aβ42 fue infundida intracerebroventricularmente durante 4 
semanas. Otros grupos animales eran simultáneamente infundidos con BSO y Fe. Un análisis 
realizado 4 meses más tarde mostró un mayor deterioro cognitivo en el laberinto acuático de Morris 
con el tratamiento de Aβ conjuntamente con los tratamientos con agentes prooxidantes. Agentes 
prooxidantes también potenciaron la patología del tejido cerebral, así los estudios histológicos 
mostraron una mayor reactividad astroglial, depósitos de Aβ y daño oxidativo en las neuronas 
hipocámpicas sensibles a EA. Para avanzar en la comprensión de la EA, resulta pertinente analizar 
los efectos de Aβ en modelos experimentales que imitan los cambios del cerebro relacionados con 
la edad, donde el estrés oxidativo potencia los efectos del Aβ. 
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Abstract:  

Alzheimer’s disease (AD) is a devastating age-related neurodegenerative disease. Age is main risk 

factor for sporadic AD, which is the most prevalent type. Amyloid-��peptide (A�� neurotoxicity is 

the proposed first step in a cascade of deleterious events leading to AD pathology and dementia. 

Glial cells play an important role in these changes. Astrocytes provide vital support to neurons and 

modulate functional synapses. Therefore, the toxic effects of A��on astrocytes promote 

neurodegenerative changes that might lead to AD. Aging reduces astrocyte antioxidant defense 

and induces oxidative stress. We studied the effects of A�42 on cultures of human astrocytes in 

the presence or absence of the following pro-oxidant agents: buthionine sulfoximine (BSO), a 

glutathione synthesis inhibitor, and FeSO4, which liberates redox active iron. Pro-oxidant 

conditions potentiated A��toxicity, as shown by the generation of free radicals, inflammatory 

changes and apoptosis. A similar treatment was assayed in rats in vivo. A combination 

of������and���42 or A�42 alone was infused intracerebroventricularly for 4 weeks. Other animal 

groups were also infused with BSO and FeSO4. A long-term analysis that ended 4 months later 

showed higher cognitive impairment in the Morris water maze task, which was induced by A� plus 

pro-oxidant agent treatments. Pro-oxidant agents also potentiate brain tissue pathology. This was 

demonstrated in histological studies that showed highly increased astrocyte reactivity in AD-

vulnerable areas, A� deposits and oxidative damage of AD-sensitive hippocampal neurons. To 

increase understanding of AD, experimental models should be used that mimic age-related brain 

changes, in which age-related oxidative stress potentiates the effects of A�	�

 

Key words: human astrocyte cultures, rat model of Alzheimer’s disease, amyloid-� peptide, iron, 

oxidative stress, inflammation 
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Introduction 

Alzheimer’s disease (AD) is the main age-related neurodegenerative disease. Despite intensive 

research, its trigger mechanisms are elusive and no cure is available yet. At present, the most 

widely accepted theory is the amyloid cascade hypothesis which postulates a brain increase in 

amyloid-��peptide (A�� as the main causative agent of a cascade of molecular and cellular events 

leading to neurodegeneration and dementia [1]. Genetic and environmental influences induce an 

excess of A� generation by sensitive neurons during the metabolism of its precursor protein. Both 

intracellular and extracellular A� cause a number of interrelated derangements, including 

inflammation, facilitation of tau hyperphosphorylation, disruption of mitochondrial and 

proteasomal function, oxidative stress, alteration of calcium signaling and impairment of synaptic 

function [2, 3]. The main pathological hallmarks of the disease, amyloid plaques and fibrillary 

tangles, together with neuronal loss, are considered the ultimate consequences of this cascade of 

events. 

In sporadic AD, which accounts for 95 % of AD cases, the main risk factor is age. Age also has an 

influence on familial AD, as the disease always occurs during late maturity. There is likely to be an 

interaction between cell environment, metabolism of amyloid-β protein precursor (AβPP) and A� 

accumulation in AD throughout brain aging. One possible environmental influence is oxidative 

stress. Harman’s free radical theory of aging [4] established the basis for discovering how 

oxidative damage accumulates in cells and leads to their deterioration with advancing age. 

Neurons are highly sensitive to oxidative damage because they have high metabolic activity, a 

high content of polyunsaturated fats and other oxidizable substrates, and relatively low 

antioxidant defenses [5]. This sets the conditions for increased A� generation in selectively 

vulnerable neurons in the aging brain. Pro-oxidant or oxidant agents have been shown to 

generate A� by increasing �-secretase and 
-secretase activity [6-9]. However, A� itself can induce 

the production of hydrogen peroxide or other reactive oxygen species (ROS) in concert with the 

redox active metal ions Fe2+ or Cu+ [10,11]. Iron and other biometals such as copper and zinc 

interact with A� and cause its aggregation [12,13]. Iron also interacts with A�PP at the 

translational level, as ��PP is post-transcriptionally regulated by iron regulatory proteins (IRPs) 

through a 5’UTR iron-responsive element (IRE) [14]. In brain aging, there is dysregulation of metal 

homeostasis and metals may accumulate in brain areas that are prone to neurodegeneration, 

which influences AD pathology [11, 15-17]. Accumulated iron in the AD brain appears to 

contribute significantly to the oxidative damage that is one of the earliest pathological changes in 

AD [18, 19].  
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In addition to neurons, astroglia are major components of the brain. Astrocytes have an important 

role, beyond the provision of metabolic and structural support for neurons.They are involved in 

Ca2+ signaling, gliotransmission and modulation of synaptogenesis [20-22]. Their involvement in 

cognitive brain function, either through neuronal support function or by direct information 

processing in the tripartite synapsis [23], adds relevance to their role in AD development. We 

previously demonstrated that aged astrocytes in vitro and astrocytes cultured from the 

senescence-accelerated mouse model SAMP8 have higher oxidative stress, lower antioxidant 

defense and a decreased capacity to support neuron survival [24, 25]. In addition, we detected 

proteomic changes that are indicative of brain AD-like functional deterioration in both astrocytes 

and neurons from SAMP8 [26]. Therefore, aged astrocytes may not effectively defend neurons 

against the development of AD. Indeed, A� triggers a neuroprotective response in healthy 

astrocytes, which involves either phagocytosis and degradation of A� [27] or increased secretion 

of neuroprotective factors [28, 29]. In contrast, aged astrocytes may have deficits in A� clearance 

and neurotrophic support and may even secrete pro-inflammatory agents, derived from their 

basal level of activation [30]. Accordingly, astrocytes from SAMP8 mice showed a higher level of 

reactive gliosis after A�42 treatment than cultures from non-senescent mice [31]. 

The aim of this study was to analyze how increased oxidative stress in the aging brain contributes 

to the development of AD pathology, with an emphasis on astrocytes. Human astrocyte cultures 

were used as an in vitro model to study the astrocyte response to A��� in a pro-oxidant 

environment. This environment was created by glutathione depletion with buthionine sulfoximine 

(BSO) and the redox active iron compound FeSO4. Next, we used a validated AD rat model with a 

four-week chronic intracerebroventricular (icv) infusion of a mixture of A�40 and A�42 [32]. In this 

in vivo model, we assayed the long-term effects of glutathione depletion and reactive iron with 

A�, BSO and FeSO4 doses according to a previous short-term study [33].  

 

 

Materials and methods 

 

Human astrocyte cultures 

Human cortical brain tissue was obtained from normal, legally aborted fetuses at 14-16 weeks of 

gestation. Permission to use human fetal tissue was obtained from the ethics committee of the 

Spanish National Research Council (CSIC). Cultures of human cerebral cortical astrocytes were 
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prepared as described elsewhere [34]. Cell culture media and reagents were purchased from 

Gibco (Invitrogen, Paisley, United Kingdom). Plastic culture plates were from Nunc (Roskilde, 

Denmark). Briefly, after enzymatic digestion and dissociation of tissue samples, cells were 

suspended in minimum Eagle’s medium (MEM) supplemented with 5% heat-decomplemented 

horse serum, 0.5% w/v D-glucose, 2 mM glutamine 200 μg/mL gentamycin and 0.5 μg/L 

fungizone. Cells were seeded in poly-L-lysine-coated culture plates and maintained in a humidified 

CO2 incubator at 37ºC. Fresh medium was added weekly until the end of the study. To obtain 

highly enriched astrocyte cultures, cells were seeded at 2-3x106 cells/ml and submitted to limited 

in vitro passage. For this purpose, 1 month old cultures were extensively washed with PBS, mildly 

trypsinized in the presence of 0.02% EDTA, and reseeded at 1x106 cells/ml. Another passage was 

performed 2 weeks later. Alternatively, primary cultures were frozen in liquid nitrogen 

(cryoprotected with 10% DMSO in serum) at the first passage, and thawed later on to grow the 

highly enriched astrocyte cultures. Astrocytes were seeded for experiments at 0.5x106 cells/ml 

(1.5x105 cells/cm2) in 96-well plates and used after 2-3 days. Cultures consisted of 90–95% 

astrocytes, 5–10% microglia and 0.1–1% oligodendroglia as reported elsewhere [34]. All reagents 

used in the study were from Sigma-Aldrich, Inc. (St. Louis, MO), unless otherwise stated. 

 

Hydroperoxide generation assay 

Oxidative stress in astrocyte cultures was studied using 2’,7’-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-

DA, Molecular Probes, Invitrogen) to determine intracellular hydroperoxide generation [34]. The 

non-fluorescent probe DCFH-DA freely permeates the cell membrane. Once the DA Group has 

been hydrolyzed by cell esterases, DCFH may be oxidized to the fluorescent 2’,7’-

dichlorofluorescein (DCF). Either control cultures or cultures that had been pre-incubated 24 h 

with BSO 1mM were washed in HEPES and loaded with 10 μM of DCFH-DA from a stock solution 

of 2 mM in methanol. After 20 min of incubation at 37ºC cells were washed again in HEPES and 

basal fluorescence was measured at 485 nm excitation/530 nm emission in a plate reader 

(Spectramax Gemini XS, Molecular Devices, MDS, Sunnivale, CA). Then, the agents FeSO4 and Aβ42 

were added to the corresponding wells at concentrations of 25 μM and 20 μM, respectively. BSO 

was added to the pre-incubated wells when the probe was loaded and during the incubation with 

FeSO4 and Aβ42. Fibrillar Aβ42 was dissolved in DMSO [35]. The corresponding controls were 

incubated with the vehicle. After 4 h, fluorescence was measured again. The increase in 

intracellular ROS was quantified from a standard curve of DCF in methanol (0.5-100 nM) and 

expressed as the DCF generated per μg of protein. The concentration of proteins was determined 

by the Bradford method. Aβ peptides in the study were from Bachem (Bubendorf, Switzerland).  
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Nitrite assay 

Nitric oxide synthesis by activated astrocyte cultures was measured by the colorimetric Griess 

reaction that detects nitrite (NO2
–), a stable reaction product of nitric oxide (NO) and molecular 

oxygen. Astrocytes were treated with 10 ng/ml of interleukin-1�, 10 ng/ml of interferon-
, or 

�
 FeSO4 and 5 �
 Aβ42. 

Whenever present, BSO was additionally preincubated for 24 h. Agents were directly added to the 

culture media in the wells. After 3 days of exposure to the treatments, 50 μL aliquots of culture 

supernatants were incubated with 50 μL Griess reagent (1% sulphanilamide, 0.1% N-(1-

naphthyl)ethylenediamine dihydrochloride and 5% phosphoric acid) at room temperature for 10 

min and the optical density at 540 nm was then determined using a microplate reader (iEMS 

Reader MF, Labsystems, Finland). The nitrite concentration was determined from a sodium nitrite 

standard curve (1-50 �M). 

 

Immunocytochemistry and cell death staining 

Morphological changes caused by exposure to cytokines or to BSO, FeSO4, and Aβ42 for 3 days 

were analyzed in astrocytes that were immunostained with anti-glial fibrillary acidic protein 

(GFAP, Dako, Glostrup, Denmark). For that purpose, astrocyte cultures were fixed with 4% 

paraformaldehyde, permeabilized with 0.2 % Triton X-100, and incubated with 3% normal goat 

serum to block nonspecific binding. Cultures were incubated overnight with the primary antibody 

at a dilution of 1:5000 in the presence of 1.5% blocking serum. The cells were washed and 

incubated with Alexa Fluor 488-conjugated secondary antibody (1:1500; Molecular Probes, 

Invitrogen) for 1 h. In addition, cell nuclei were stained with bisbenzimide (5 μM). The number of 

normal nuclei and that of condensed and fragmented nuclei, which are indicative of apoptosis, 

was counted with the analySIS image analysis software (Soft Imaging System, Münster, Germany). 

At least two fields (1.3 mm2 / field) were microphotographed for each well. 

 

Animals and treatments 

Male 3-month-old Sprague-Dawley rats that had been retired from breeding and weighed 300-

350 g were purchased from Charles River (Lyon, France). They were kept at the University of 

Barcelona’s animal facility in standard conditions of temperature and humidity, with two animals 
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per cage, a 12-h light, 12-h dark cycle, and food and water ad libitum. All handling and 

experimental procedures were approved by the Animal Ethics and Health Committees of the 

University of Barcelona. 

Rats were infused icv for 4 weeks through an osmotic pump (see Surgical procedures) either with 

vehicle, pro-oxidant compounds, Aβ or a combination of pro-oxidants and Aβ. The pro-oxidant 

treatment was a mixture of FeSO4 and BSO at the doses reported previously [33]. Aβ was 

administrated as a mixture of Aβ40 and Aβ42 in human high density lipoprotein (HDL) as a carrier, 

with a previous injection of 10 ng transforming growth factor β1 (TGFβ1) (R&D Systems, 

Minneanapolis, MN) into both anterodorsal thalamus nuclei, according to the in vivo rat model 

established by Frautschy and cols. [32]. The vehicle was HEPES 4 mM, pH 8. An additional group 

with the combination of pro-oxidants and a high dose of Aβ42 was added as a reference [33]. 

Therefore, rats were randomly assigned to one of five separate groups (6-8 animals per group): 

Group I, vehicle; Group II, 0.47 mg FeSO4 heptahydrate (1.68 μmol FeSO4) and 4.48 mg (20.16 

μmol) BSO; Group III, 20 μg (10.1 nmol) Aβ40 and 30 μg (15.1 nmol) Aβ42 in 80 μg HDL; Group IV, 

FeSO4/BSO plus Aβ40/Aβ42; Group V, FeSO4/BSO plus 50 μg (25.2 nmol) Aβ42. The mixture of BSO 

and FeSO4 was prepared in distilled water and administrated in a separate pump from Aβ to avoid 

chemical interactions. The indicated doses are the total received at the end of the infusion period. 

The perfusion rate of the pumps was 0.25 μl/h. All animals were subjected to brain histological 

studies after completion of the long-term behavioral studies, as described below. Three or four 

animals per group were added to the study to be sacrificed immediately after the brain infusion 

treatment and analyzed by brain histology. 

 

Surgical procedures 

Rats were anesthetized with a mixture of ketamine 80 mg/kg (Ketolar 50 mg/ml®, Pfizer, 

Alcobendas, Madrid, Spain) and xylazine 5 mg/kg (Rompun®, Bayer, Kiel, Germany) that was 

intraperitoneally injected. Alzet model 2004 mini-osmotic pumps (Alzet Osmotic Pumps, Durect 

Corporation, Cupertino, CA), attached via polyethylene tubing to brain catheters (Alzet), were 

filled with the treatment solutions and stereotactically implanted into the lateral ventricles. 

Animals receiving pro-oxidants and Aβ and controls had one minipump implanted in each lateral 

ventricle. The stereotactic coordinates were: anterior-posterior (AP) and medio-lateral (ML) to 

bregma -0.9 mm and ± 1.4 mm, respectively; dorso-ventral (DV) to dural surface: -3.5 mm. 

Animals receiving TGFβ1 were injected immediately before pump implantation at the coordinates 

of the anterodorsal thalamus nuclei: AP -2.1 mm, ML ± 1.4 mm, and DV -4.6 mm, using a 25 G 
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stainless steel cannula (Small Parts Inc, Miami, FL) connected to a Hamilton syringe through a 

Teflon tube. The syringe was attached to a micro-infusion pump (Bioanalytical systems Inc., West 

Lafayette, IN). The cannula was left in position for 5 min after delivery to prevent the solution 

from surging back. At the end of the 4-week infusion period, rats were slightly anesthetized to 

remove the osmotic pumps. Pump patency and functionality were confirmed by verifying that the 

pump contents had been discharged and that the infusion apparatus was intact. 

 

Behavioral testing 

The behavioral test for spatial learning memory was performed in a Morris water maze (MWM). 

The apparatus and procedures were basically as described elsewhere [36, 37]. The behavioral test 

was initiated 4 weeks after surgery when the treatment was complete. A pre-training test with no 

landmarks and a hidden platform consisted in 4 trials over 2 days. The rats were given 120 s to 

find the platform, and then allowed to remain on it for 30 s. Rats that did not reach the platform 

were picked up, placed on the platform and left there for 30 s. The procedure was the same in the 

acquisition test, but the animals had to rely on the landmarks to find the hidden platform. 

Animals were given 4 escape trials per day for 6 days, which amounted to a total of 24 trials. On 

the last day, a 60 s probe trial was performed with the platform removed. To analyze the rat’s 

behavior, the surface of the pool was divided into four quadrants and the time that the rat spent 

in the quadrant where the platform had previously been located was calculated. To monitor long-

term memory, animals were submitted to a new series of 2 escape trials followed by a 60 s probe 

trial at 1, 5 and 9 weeks after the end of the acquisition period. Three weeks later, a new training 

acquisition assay of 4 escape trials per day for 6 days was performed with reversal of the location 

of the submerged platform. A 60 s probe trial with the platform removed was performed on the 

last day. New probe trials, preceded by 2 escape trials, were performed after 1, 2 and 4 weeks. 

The study ended 4 months after the infusion treatment. 

 

Rat brain dissection and histology 

Rats were anesthetized as described above and perfused with isotonic saline (0.9 % NaCl) with 

heparin, followed by isotonic saline and finally by buffered formaldehyde (4% formaldehyde in 

phosphate buffer 0.01 M pH 7.4). Brains were quickly removed, placed in a Stoelting Tissue Slicer 

and cut into 4 mm blocks. Tissue blocks were postfixed with buffered formaldehyde for 24 h, then 

washed with phosphate buffer for 24 h and finally washed with water. Next they were dehydrated 
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and embedded in paraffin. Paraffin-embedded blocks were sectioned at 5-7 μm and mounted on 

Histogrip (Zymed laboratories, Invitrogen) coated slides for immunostaining. Paraffin-embedded 

sections were dewaxed in xylene and rehydrated through decreasing concentrations of ethanol 

before staining. The accuracy of the cannula placement was determined by hematoxylin or Nissl 

staining. Microglia immunostaining was carried out by free floating 50 �m vibratome sections of 

non-paraffin-embedded rat brains. Antigen retrieval was performed by boiling the sections in 10 

mM citrate buffer (pH 6) for 10 min. When sections had cooled, they were washed in saponin 

0.05% in PBS and then in PBS. Normal serum (horse or goat, 1:5) in 0.2 % gelatin, 0.2 % Triton X-

100 in PBS was used at room temperature to block non-specific reactions for 2 h. Sections were 

incubated with the appropriate antibody diluted in 0.2 % Triton X-100 and normal serum (1:20) in 

PBS at 4ºC overnight. The following primary antibodies were used to detect specific brain tissue 

alterations: anti-Aβ clone 4G8 (1:150; Signet, Dedham, MA), anti-8-hydroxy-2’-deoxyguanosine 

(8OHdG) (1:50; JaICA, Nikken SEIL, Fukuroi, Japan), anti-GFAP (1:300; Dako), anti-ubiquitin (1:50; 

Novocastra, Newcastle upon Tyne, England) and anti-macrophage complement receptor 3 (OX42, 

1:500; AbD Serotec, Kidlington, UK). Sections were then washed in PBS and incubated with the 

appropriate biotinylated secondary antibody for 2 h at room temperature. Tomato lectin 

histochemistry was carried out on paraffin-embedded sections overnight at 4°C using biotinylated 

lectin from Lycopersicum esculentum (2.5 μg/ml). The Vectastain ABC kit (Vector Laboratories, CA) 

was used as per manufacturer’s instructions, and the reaction was visualized with 

diaminobenzidine containing 0.1 % H2O2 for 5–10 min. Where required, sections were lightly 

counterstained with Harris’ hematoxylin. Iron deposits were visualized by Pearl’s Prussian blue 

staining and counterstaining with neutral red, following standard procedures. Selected paraffin 

sections were also stained with Fluoro-Jade B (following the protocol of the supplier, Chemicon 

International) to check for degenerating neurons and reactive astroglia [38]. Then, the tissue 

sections were dried, dehydrated through increasing ethanol concentrations and xylene, and 

mounted in DPX (Fluka, Buchs, Switzerland). Selected sections of A� treated rats were also stained 

for A� deposits with thioflavine S (1 % thioflavine S aqueous solution staining) followed by 70º 

ethanol differentiation. Then they were mounted in Mowiol (Calbiochem, Merck, Darmstadt, 

Germany). 

 

Data analysis 

Results are shown as mean ± SEM. Statistics was performed with one way ANOVA and repeated 

measures ANOVA for in vitro and in vivo experiments, respectively. A post hoc Newman-Keuls test 

was used for group comparison (GraphPad Prism software, GraphPad, San Diego, CA). 
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Results 

 

In vitro oxidative stress  

Oxidative stress changes in human astrocyte cultures are shown in Fig.1. Depletion of glutathione 

by BSO did not increase the generation of hydroperoxides measured by DCFH-DA in normal 

culture conditions. Neither did A� exposure. The presence of oxidant ferrous ion from FeSO4 

induced a small increase in hydroperoxide generation. However, a highly significant increase in 

DCF fluorescence was detected when both pro-oxidant agent treatments, BSO and FeSO4, were 

added to A��exposure. 

 

In vitro inflammation 

A three-day treatment with a mixture of interleukin-1β and interferon-γ induced morphological 

changes and NO generation in the human astrocytes, both of which are indicative of an 

inflammatory response (Fig. 2). Unstimulated astrocytes generally exhibited a flattened and 

polygonal morphology, whereas activated astrocytes showed thinner and elongated cytoplasm 

processes and spherical nuclei in a stellate-like morphology. No changes were evident with 

interleukin-1β, but interferon-γ and the mixed treatment of both cytokines induced a 

characteristic stellate morphology with long cytoplasmic processes (Fig. 2 A-D). The presence of 

nitrite formation in the culture medium, which is indicative of NO astrocyte generation, was also 

significantly enhanced by the mixed cytokine treatment (Fig. 2 E). The peptide A� did not increase 

NO over control values (3.6 ± 0.2 �M), either alone (3.3 ± 0.4 �M) or in the presence of pro-

oxidant agents (3.4 ± 0.3 �M). Therefore, we analyzed the presence of Aβ-induced morphological 

changes, which are indicative of inflammation, in comparison to changes after the cytokine 

treatment (Fig. 3). The combined treatment of BSO, FeSO4 and Aβ caused a clear reorganization of 

the human astrocyte cytoskeleton, which was similar to that seen with cytokines. In contrast, Aβ 

alone caused moderate changes (Fig. 3 A-D).  

 

In vitro cytotoxicity 

No cytotoxicity was caused by BSO treatment or exposure to FeSO4 or Aβ alone in human 

astrocytes. However, a small increase in condensed nuclei which are indicative of apoptotic cell 

death, was detected after the combined treatment of BSO, FeSO4 and Aβ (Fig 3 D and E).  
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In vivo toxicity 

The treatment administrated to Group IV (BSO/ FeSO4 plus Aβ42/Aβ40), was highly toxic. Two out 

of 8 rats died during the experiment (and were excluded from the the behavioral results). Rats in 

this group had more dilated cerebral ventricles than the other animals, which suggests that they 

had impaired CSF drainage.  

 

Cognitive deterioration 

The time spent in the water maze quadrant where an escape platform has been located is a 

reliable indicator of rat learning and memory capacities in our experimental conditions, as 

discussed elsewhere [37]. Results of the probe trials for the different treatment groups are shown 

in Fig. 4. Rats infused with BSO and FeSO4 showed learning acquisition, a pattern of retention and 

a post-acquisition period that did not differ from that of the control animals (Fig. 4A). When the 

platform position was changed (Fig. 4B), no differences were detected between rats treated with 

pro-oxidant agents and the control group. All the A�-treated groups had significantly decreased 

learning and memory (Fig. 4A and B). Reversel acquisiton clearly evidenced lower cognitive 

capacities in groups treated with the mixture of BSO/FeSO4 and A�, when either a mixture of Aβ40 

and Aβ42 [32] was administered or a higher dose of Aβ42 [33] (Fig. 4B). 

 

Histological alterations 

Rats receiving A� (Groups III, IV and V) showed brain tissue deposits that stained positive for anti-

A� antibody. Groups IV and V, in which rats were infused with BSO/ FeSO4 in addition to A�, had 

much higher deposition�than those in Group III.�Diffuse plaques or precipitates were preferentially 

detected in areas next to the infused ventricle, such as corpus callosum and septum, but also in 

cerebral cortex, vessels and all over the brain. A� deposits were present in rats that were either 

immediately sacrificed after infusion or sacrificed at 4 months post-infusion. Brain septum 

presented a high density of A� precipitates mainly in Group IV. The septum is a cellular area in the 

rat, which contains neuron complexes highly interconnect with the hippocampus [39]. As 

expected, A��precipitates stained positive for thioflavine S (not shown). Representative 

histological images are shown in Fig. 5.  
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We did not detect iron precipitates in the brain tissue of rats from Groups I, II and III. Ferric iron 

was barely detected in the hippocampus, septum or other areas next to the infused ventricle of 

rats treated with the mixture of BSO/FeSO4 and A��(mainly Group V), which were sacrificed after 

infusion. Four months later, Group IV showed extensive iron staining. See representative 

histological images in Fig. 6. 

Hypertrophic astrocytes that were highly reactive to anti-GFAP were mainly detected in rat 

Groups IV and V in the hippocampus, corpus callosum and frontal cortex. Inflammatory effects 

were detected at the end of the infusion and continued throughout the 4 months post-infusion. In 

the long term, Group IV astrocytes were more reactive than Group V. Fluoro-Jade B distinctly 

stained the most reactive astrocytes that were those in Group V rats sacrificed immediately after 

the infusion. Representative histological images are shown in Fig. 7.  

Inflammatory effects were also shown by the presence of reactive microglia that were stained 

with anti-OX42 stain, mainly in the Group IV rats. Lectin staining showed more ramified microglia 

in A�-treated groups. In the long term, Group IV rats still showed reactive microglia. 

Representative images are shown in Fig. 8. 

No neuron damage was histologically detected in the rats sacrificed immediately after the pump-

infusion, but alterations were detected in rats sacrificed at the end of the 4 month post infusion 

study. Oxidative DNA damage, as indicated by anti-8OHdG staining was high in Group IV and less 

extensive in Group V. It occurred mainly in hippocampal pyramidal neurons. Intraneuronal 

accumulation of ubiquitin and ubiquitinated proteins, as stained by the anti-ubiquitin antibody, 

was detected in neurons of the hippocampus and cortex of rats from Groups III and IV and was 

less intense in Group V. DNA oxidation was present in pyramidal neurons, whereas ubiquitin 

accumulation also occurred in other neuron types. Representative images are shown in Fig. 9. 

 

 

Discussion 

Astrocytes are generally more resistant to toxins than neurons, but they are exposed to A� 

damage. It is known that human astrocytes in vitro can bind and internalize A��� [40, 41], as they 

do in vivo. In this work, in vitro incubation with A��� induced poor toxic effects in human 

astrocytes, as seen by the absence of oxidative stress and cell death. Only slight morphological 

changes were appreciable, indicating some activation effect. This confirms a previous report in 

which cultures of human astrocytes were not killed by A�40 or A�42, even when it was 
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intracellularly microinjected [42]. However, aggregated A��� was toxic to up to 50 % of the 

cultured rat astrocytes, probably through the generation of hydrogen peroxide [43], a major A� 

neurotoxicity mechanism [44]. Changes in intracellular Ca2+ signaling leading to mitochondrial 

impairment, oxidative stress and glutathione depletion were also reported in rat astrocyte 

cultures and caused by specific insertion of �-aggregated A��� into the astrocyte plasma 

membrane [45]. Therefore rat astrocytes are more vulnerable to A� than human astrocytes in 

vitro, even though A� probably induces oxidative stress in human astrocytes. In this case, 

A��toxicity would increase in a pro-oxidant environment with lower antioxidant defense. 

Certainly, the toxic and inflammatory damage to human astrocytes caused by A��� increased 

greatly in the presence of redox active iron and an inhibitor of glutathione synthesis. As expected, 

depletion of glutathione per se did not induce oxidative stress, whereas Fe2+ and BSO/Fe2+ 

increased ROS generation but not cell death. The pro-oxidative effects of BSO and Fe2+ partially 

mimic the oxidative stress of aged brain astrocytes, with lower antioxidant defense and free 

radical damage [24, 25]. The age-related iron homeostasis disruption leads to iron increase and 

also contributes to oxidative stress in the aged brain [15]. Incubation of cultured human 

astrocytes with A��� induced negligible ROS generation, which was highly significant in aged-like 

astrocytes, with impaired antioxidant defense and Fe2+-induced oxidative stress.  

Human astrocytes in vitro show flat and polygonal morphology, even though they are multiple 

branched cells in the brain. This is also the case for murine astrocyte cultures. In the latter, several 

agents, including cytokines and A�, induce skeletal reorganization to a stellate morphology, which 

is indicative of activation plastic changes [46-48]. Treatment with IL1�� induced a stellate 

morphology in our human astrocyte cultures, as previously reported by other authors [49]. To a 

lesser extent, A� exposure caused morphological changes that are indicative of activation. These 

changes were highly potentiated in a pro-oxidant environment when the peptide was co-

incubated with FeSO4 in glutathione-depleted astrocytes. We did not detect an increase in nitrite 

formation after these treatments. Activated astrocytes adjacent to A� plaques in AD brain 

generate NO [50], whereas astrocytes in healthy brain do not. The astrocyte inducible enzyme NO 

synthase is activated by cytokines or other mediators of brain damage. Several authors have 

reported that Aβ causes NO generation in murine astrocyte cultures in the presence of cytokines, 

that are either co-incubated [51] or released by contaminating microglia [52]. However, the 

peptide alone does not cause NO generation [53; but see 54]. We found that cultured human 

astrocytes generated NO after incubation with cytokines, but not with A�. The mixture of IL1� 

and INF
 caused nitrite production, as previously described [55, 56]. 
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The mixed treatment of A��� plus BSO and Fe2+ induced a low level of apoptotic death, which 

corroborates its toxic effects. An apoptotic pathway was also reported in cultured rat astrocytes, 

as induced by A� toxicity [57]. The increased sensitivity of human astrocytes to A� in the presence 

of iron and impaired redox homeostasis means that aged astrocytes are more liable to suffer A� 

damage and enter into the AD vicious cycle of oxidative stress and inflammation than those in 

young individuals. Thus, aged astrocytes no longer carry out their functions of synapsis 

modulation and vital support to neurons. Instead, they contribute to AD pathophysiology.  

The icv infusion of A� in rat is a widely used AD model for pharmacological studies, as cognitive 

impairment and other AD-related pathologies can be reliably quantified [58, 59]. The 4-week 

combined Aβ40/Aβ42 infusion in a model developed by Frautschy and cols. causes gliosis, 

deposition of A� and delayed cognitive impairment [32]. It has been suggested that infused A��� 

induces oxidative stress and astrocytic dysfunction that are in the basis of the learning deficits 

[60]. Accordingly, we found a sustained decrease of cognitive abilities in the MWM. Twelve weeks 

after the first training, retention of reversal platform training was lower than in the control group, 

which indicated that long-term cognitive loss had occurred. Moderate AD related brain pathology 

was observed, as previously reported [32]. The infusion of a pro-oxidant treatment with BSO and 

Fe2+ did not show toxic effects per se throughout the entire study. However, when treatments 

Aβ40/Aβ42 plus BSO/Fe2+ were simultaneously administrated, both behavioral and pathological 

studies showed increased toxicity. These rats had a similar, behaviorally impaired response to the 

Aβ40/Aβ42 treated rats in the first training, but a worse response in late reversal training. 

Histologically, Aβ deposits were highly increased, astrocytes were more reactive at the end of the 

treatment and they partially maintained activation throughout the 4-month study. Microglia was 

more reactive and iron deposits were present until the end of the study. As regards neurons, 

hippocampus pyramidal neurons showed highly oxidized DNA at 4 months after Aβ40/Aβ42 plus 

BSO/Fe2+, whereas intraneuronal ubiquitin accumulation was similar to that caused by Aβ40/Aβ42 

treatment. Thus, in this rat model, A� inhibits the neuronal ubiquitin proteasome system, as 

reported in AD patients [61, 62]. 

We knew from a previous study that post-acquisition icv infusion with A��� alone plus BSO and 

Fe2+
 induced decreased performance in the MWM tested immediately after the treatment [33]. 

When we tested this treatment in our long-term study, we found a long lasting spatial memory 

impairment, similar to that of the group treated with Aβ40/Aβ42 plus BSO/Fe2+. Even though both 

rat groups were similarly impaired behaviorally, AD pathology was more intense in rats infused 

with Aβ40/Aβ42 and BSO/ Fe2+ than in those with Aβ42 and BSO/ Fe2+. This could be partially related 

to the fact that iron deposits were long lasting in the first but not in the second group, where they 
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could only be detected in rats sacrificed immediately after infusion. Therefore, the interaction of 

iron with different Aβ species can modulate the pathological outcome. It seems that a mixture of 

20 �g of Aβ40 plus 30 �g of Aβ42 [32] can lead to longer lasting effects in vivo than 50 �g of Aβ42 

alone [33].  

In AD, redox active iron has been reported both intraneuronally in vulnerable neurons [63] and 

associated with amyloid plaques and neurofibrillary tangles [64]. Iron was also increased in the A� 

deposits of AD transgenic mice [65]. In our study we detected an inflammatory response in the 

astrocytes of rats treated with iron and A���which parallels the in vitro effects discussed above in 

human astrocytes. The increased oxidative stress seen in these rat hippocampal neurons may be 

partially derived from the impaired antioxidant capacity of the surrounding astrocytes. Early A�-

induced astrocyte derangements may contribute to neuron death by failure of antioxidant 

support [66]. In advanced stages of AD pathology, these chronic astrocyte alterations of oxidative 

stress and inflammation will further impair neuron functionality and contribute to the 

degenerative process [67, 68]. 

Overall we gathered in vitro and in vivo data that further confirm the involvement of redox 

reactive iron in the development of age-related AD pathology and suggest early A� damage of 

frail, aged astrocytes. Therefore, the use of in vitro and in vivo aging models may help to 

understand the brain aging contribution to AD development and progression. In this line, Pallas 

and cols. have suggested that the use of the previously mentioned SAMP8, senescent mice with 

some incipient AD traits, may help to unveil “the switch” from aging to AD [69]. 
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Figure legends 

 

Fig. 1. Oxidative stress in human astrocyte cultures is increased by Aβ in pro-oxidant conditions. 

Treatment with Aβ42 alone did not generate reactive oxygen species, but Aβ42 potentiated the 

effect of pro-oxidant agents. Astrocytes were incubated with Aβ42 20 μM (Aβ42), FeSO4 25 μM 

(Fe) and buthionine sulfoximine 1mM (BSO) for 4 h at 37ºC. BSO was added 24 h before the 

addition of Aβ42 and FeSO4. The reactive oxygen species generation was assayed by 

dichlorofluorescein (DCF) formation. Results are shown as the mean ± SEM from duplicate 

determinations in four different cultures. Statistics: *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 as 

compared to control.  

 

Fig. 2. Cytokine treatment causes activation of human astrocytes. Cultured astrocytes changed its 

polygonal shape to a smaller spherical body with long filamentous prolongations, known as 

stellate morphology, in the presence of active cytokines. Astrocyte morphology was visualized in 

astrocytes fixed with 4 % paraformaldehyde and stained with anti-GFAP antibody. Images show 

control astrocytes, and astrocytes exposed to interleukin-1β 10 ng/ml (IL-1β), interferon-γ 10 

ng/ml (IFN-γ) or both for 3 days. Arrows indicate long cytoplasmic processes characteristic of the 

activated stellate morphology. Scale bar: 20 �m. E) Nitrite accumulation in the respective culture 

media was measured using the Griess reagent. Results are shown as the mean ± SEM of four 

determinations from two different cultures. Statistics: *p<0.001 as compared to control. 

 

Fig. 3. Pro-oxidant conditions trigger the toxic and inflammatory effects of A� in human astrocyte 

cultures. Treatment with Aβ42 alone caused a barely distinguishable change to an activated 

morphology. However, the mixed treatment with Aβ42 and pro-oxidant agents caused astrocyte 

activation and apoptosis.  A) Astrocytes were stained with anti-GFPA antibody and nuclei were 

counterstained with bisbenzimide. Images show control astrocytes, as well as astrocytes exposed 

to FeSO4 10 μM (Fe) plus buthionine sulfoximine 1mM (BSO), those exposed to Aβ42 5 μM (Aβ42), 

and those exposed to both treatments, for 3 days. BSO was added 24 h before the addition of 

Aβ42 and FeSO4. Apoptotic nuclei show a bright fluorescence (arrow). B) The number of condensed 

and fragmented nuclei was recorded for the different treatments, as labeled in the graph. Results 

are shown as the mean ± SEM of three to five determinations from two different cultures. 

Statistics: *p<0.05 as compared to control.  
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Fig. 4. In vivo treatment with Aβ causes a decreased cognitive capacity that is potentiated by pro-

oxidant agents in adult rats. Cognitive behavioral testing in the Morris water maze of rats 

administrated with Aβ and a pro-oxidant treatment showed long term cognitive loss. Pro-oxidant 

agents alone did not induce any effect on rat behavior. Rats were previously administrated icv for 

4 weeks with: I, a vehicle (Control); II, a pro-oxidant treatment of 4.48 mg buthionine sulfoximine 

and 0.47 mg FeSO4 heptahydrate (BSO/Fe); III, a mixture of 20 μg Aβ40 and 30 μg Aβ42 (Aβ40/Aβ42); 

IV, pro-oxidant treatment plus Aβ40 and Aβ42 mixture (Aβ40/Aβ42 + BSO/Fe); and V, a pro-oxidant 

plus a high Aβ42 treatment of 50 μg (Aβ42 + BSO/Fe). A) Probe trials performed after a 6 day 

acquisition period (week 0) and thereafter at 1, 5 and 9 weeks later. An initial stronger effect was 

seen in the group V as compared to the group IV. B) Probe trials performed after a reversal 

platform acquisition, initiated 3 weeks after the previous behavioral study at the end of 

acquisition (week 0) and 1, 2 and 4 weeks later. In the long term, both groups dosed with Aβ plus 

pro-oxidants (IV and V) showed similarly high deleterious effects on cognition. Dotted lines 

indicate chance performance. Statistics: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 as compared to the 

indicated experimental group. 

 

Fig. 5. Pro-oxidant agents potentiate brain A� accumulation. A� precipitates were found scattered 

in the brain tissue near the ventricular area where it was infused. Vessels also stained positive for 

A�. The long term A��accumulation was higher in the groups simultaneously dosed with pro-

oxidant agents. Immunohistochemistry was performed with anti-A� antibody 4G8 and nuclei 

were lightly counterstained with hematoxylin. A-D) Representative images of cerebral cortical 

capillary blood vessels in animals sacrificed after the infusion period. E-P) Representative images 

of frontal cortex, corpus callosum and septum of animals sacrificed at the end of the study, 4 

months post treatment. Arrows point to A� deposits and A� positive capillary vessels. For details 

of treatment groups see the legend to Fig. 4. Scale bar = 20 �m.  

 

Fig. 6. Brain iron accumulation was caused by A� treatment. Accumulated ferric iron was barely 

present in the brain rat after the infusion period and mainly in the group dosed with Aβ42 + 

BSO/Fe. However, 4 months later, the rats dosed with Aβ40/Aβ42 + BSO/Fe showed extensive iron 

accumulation. Histochemistry was performed with Pearl’s Prussian blue and tissue was 

counterstained with neutral red. A-D) Pyramidal layer of hypocampus CA1 of rats sacrificed at the 

end of the infusion period. E-H) Septum of rats sacrificed at the end of the study, 4 months later. 
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Arrows point to intra and extracellular precipitates. For details of treatment groups see the legend 

to Fig. 4. Scale bar = 20 �m in A- D and 40 �m in E-H.  

 

Fig. 7. Pro-oxidant agents potentiate astrocyte activation induced by Aβ treatment. Immediately 

after treatment, the higher astrocyte reactivity was caused by Aβ42 + BSO/Fe, where astrocytes 

also stained positive for Fluoro-Jade B. Long term reactive astrocytes were mainly observed in rats 

treated with Aβ40/Aβ42 + BSO/Fe. A-D) Images of immunohistochemistry with anti-GFPA antibody 

and light counterstain with hematoxylin in hippocampus Ammon’s horn of rats sacrificed 

immediately after the infusion treatment. E-H) Fluoro-Jade B fluorescence staining of the same 

brain area and treatment groups than the previous images, as indicated. I-P) GFAP 

immunostaining in frontal cortex and corpus callosum of rats sacrificed at the end of the study, 4 

months post treatment. Arrows point to reactive astrocytes. For details of treatment groups see 

the legend to Fig. 4. Scale bar = 80 �m in A-H and 20 �m in I-P. 

 

Fig. 8. Pro-oxidant agents potentiate microglia activation induced by Aβ treatment. Treatment 

with Aβ40/Aβ42 + BSO/Fe caused microglia reactivity that was maintained up to the end of the 

study, 4 months after treatment. The other Aβ treatments assayed caused short time reactivity. 

A-D) Microglia staining with Lycopersicum esculentum lectin hystochemistry and light counterstain 

with hematoxylin in frontal cortex of rats sacrificed immediately after treatment. E-H) 

Immunostaining of reactive microglia with anti-OX42 in the corpus callosum of rats sacrificed at 

the end of the study. Arrows indicate reactive microglia. For details of treatment groups see the 

legend to Fig. 4. Scale bar = 20 �m in A-D and 40 �m in E-H. 

 

Fig. 9. Brain neurons suffer a delayed damage after Aβ and pro-oxidant agent treatment. 

Neuronal damage was not detected histologically in the early sacrificed rats, but only at the long 

term period assayed at 4 months post treatment. A-D) DNA oxidation, as indicated by staining 

with anti-8-OHdG antibody, was caused by Aβ40/Aβ42 + BSO/Fe and in minor degree by Aβ42 + 

BSO/Fe. E-H) Proteasome system dysfunction, as indicated by anti-ubiquitin antibody staining of 

intraneuronally accumulated ubiquitin, was caused by Aβ40/Aβ42 in the presence or absence of 

pro-oxidants. After immunohistochemistry, tissue was lightly counterstained with hematoxylin. 

Arrows point to damaged pyramidal neurons. For details of treatment groups see the legend to 

Fig. 4. Scale bar = 20 �m. 
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   DISCUSIÓN  

  

 En nuestro objetivo de caracterizar modelos in vitro para el estudio del papel de los 

astrocitos en el envejecimiento hemos establecido dos modelos que nos han permitido estudiar la 

capacidad neuroprotectora de los astrocitos.  

 En el primer modelo en el que los astrocitos se han cultivado durante 90 días (90 DIV) 

hemos encontrado un aumento de GFAP y S100β, tinción positiva a la β-galactosidasa, un aumento 

de ROS, una disminución de la actividad mitocondrial y un aumento de expresión de nitrotirosina, 

SOD-1, HO-1 y iNOS en relación a los astrocitos cultivados durante 10 días (10 DIV). Además 

hemos observado que los astrocitos cultivados durante 90 días presentan respecto a los astrocitos de 

10 DIV un aumento de la captación de glutamato y de los transportadores de glutamato GLAST.  

Como ya hemos discutido en el artículo, la mayor parte de estos cambios correlacionan con los 

observados en otros estudios in vitro e in vivo, concretamente el aumento de GFAP, S100β  y 

SOD1 en el cerebro de ratones SAMP8 con envejecimiento acelerado (Kawamata et al., 1998).  La 

observación más remarcable  de este estudio ha sido la menor capacidad de neuroprotección de los 

astrocitos 90DIV en cocultivo con neuronas, parcialmente recuperada con el tratamiento de 

antioxidantes como el trolox y la curcumina. La curcumina es un polifenol procedente del rizoma 

de la planta Curcuma longa que posee actividad antitumoral, antioxidante, antiinflamatoria y  se 

estudia su aplicación clínica para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer (Cashman  et al., 

2008; Strimpakos & Sharma, 2008). De su función antioxidante se conoce que la curcumina es un 

scavenger de radicales libres como los radicales superóxido e hidroxilo (Ak & Gülçin, 2008). 

Además este antioxidante puede promover o inhibir la inducción de HO-1 y iNOS respectivamente. 

El trolox es el ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxílico, un tocoferol antioxidante  

derivado de la vitamina E (Usuki et al., 2001). De su función antioxidante se sabe que es un 

scavenger de radicales libres como el radical hidroxilo (Aruoma et al., 1990). Este antioxidante 

previene la formación de ROS  y mejora la viabilidad de los astrocitos tras la exposición a peróxido 

de hidrógeno y FeSO4 (Gorina et al., 2007). Además puede prevenir el efecto del estrés oxidativo in 

vitro en los procesos biológicos relevantes como la síntesis de proteínas (Argüelles et al., 2007). 

Las funciones del trolox están actualmente en estudio. Se conoce su efecto neuroprotector tras la 

isquemia cerebral (Gupta & Sharma, 2006), también mejora la funcionalidad neuronal en la 

neuropatía diabética (Sharma SS & Sayyed SG., 2006) y se está estudiando su posible uso en la 

enfermedad de Alzheimer (Quintanilla et al., 2005). La mejora de la viabilidad de las neuronas en 

cocultivo por estos antioxidantes nos sugiere que el estrés oxidativo es importante en la pérdida de 

la función neuroprotectora de los astrocitos durante el envejecimiento, aunque el efecto preventivo 

parcial de los antioxidantes sugiere que puede haber otros factores implicados como una 

deficiencia de los factores neurotróficos (se comenta más adelante). 
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 En este estudio hemos observado como por una parte los astrocitos envejecidos in vitro 

generan ROS y por otra parte sobreexpresan enzimas antioxidantes como defensa, aunque no son 

suficientes para protegerse del estrés oxidativo padeciendo daños como la nitrosilación de sus 

proteínas, la disminución de la actividad mitocondrial y una disminución en su capacidad 

neuroprotectora. La generación de ROS puede inducir una sobreexpresión de enzimas antioxidantes 

como SOD  y HO-1 para proteger en un principio del daño oxidativo, pero mantener sus niveles 

elevados durante un largo periodo de tiempo puede alterar la función astrocitaria. Es decir el 

aumento de los niveles de SOD sin estar aumentados de manera equilibrada  los niveles de catalasa 

y GPX pueden provocar el aumento de peróxido de hidrógeno aumentando así el estrés oxidativo 

(Kowald et al., 2006). De hecho, se ha descrito en cerebro de ratones viejos un aumento de 

actividad del enzima SOD respecto a la actividad de GPX (Leutner et al., 2001). En células 

transfectadas donde se desequilibra la ratio de actividad SOD/GPX se observa un aumento de 

peróxido de hidrógeno y presentan características de senescencia (Haan et al., 1996). Por otra parte 

se ha observado que la sobreexpresión de HO-1 en astrocitos de rata promueve el acúmulo del 

hierro mitocondrial (Schipper et al., 1999), la sobreexpresión de Mn-SOD inducida por radicales 

libres (Frankel et al. 2000) y el daño oxidativo de los lípidos, proteínas y ácidos nucleícos 

mitocondriales (Song et al., 2006). En experimentos in vitro las células PC12 en cocultivo con 

astrocitos de rata que sobreexpresan HO-1 son más susceptibles al daño oxidativo (Song et al., 

2007). Así el aumento de expresión de HO-1 a lo largo del tiempo también puede contribuir al 

estrés oxidativo y alterar la actividad mitocondrial  afectando a la funcionalidad glial. 

 

 La captación de glutamato es nuestro dato más controvertido ya que en estudios con 

sinaptosomas de ratas viejas se ha visto un descenso de la captación (Segovia et al., 2001) mientras 

que en experimentos con cortes de corteza de ratas viejas no se han visto cambios (Dawson, 1989). 

Sin embargo en otros estudios con astrocitos envejecidos in vitro durante 40 días también se 

observó un aumento de la captación de glutamato (Gottfried et al., 2002). Por otra parte, se ha visto  

en astrocitos in vitro  que un aumento de glutamato extracelular produce un aumento de expresión 

del transportador GLAST y un incremento de la captación de glutamato (Duan et al., 1999). Estos 

datos se pueden explicar si asumimos que los astrocitos y las neuronas tienen diferentes patrones en 

la captación de glutamato. Se ha observado que la concentración de glutamato extracelular en el 

cerebro se presenta invariable durante el envejecimiento (Segovia et al., 2001). Esto podría ser 

debido a una reducción en la captación de glutamato en las neuronas lo cual produciría un aumento 

de la concentración de glutamato extracelular que ocasionaría un aumento de la captación en los 

astrocitos manteniendo así la concentración de glutamato inalterado en la sinapsis. 



 

 

193 
 
                                                                                                                        Discusión: discusión general 

 

 

 Nuestro segundo modelo de estudio del envejecimiento de los astrocitos es el cultivo de 

astrocitos de ratones SAMP8 de envejecimiento acelerado. Estos ratones  han demostrado ser un 

buen modelo de envejecimiento in vivo y lo hemos escogido por sus características 

neurodegenerativas y neuropatológicas (Takeda 2009). En estos cultivos de astrocitos hemos 

detectado una hiperfosforilación de tau, y un aumento de la actividad de las kinasas Gsk3β y Cdk5 

que fosforilan tau. Además hemos observado que su inhibición reduce la hiperfosforilación de tau. 

Por otra parte, hemos encontrado un aumento de ROS acompañado con un incremento de 

lipoperoxidación y oxidación proteíca, un descenso del potencial de membrana mitocondrial y un 

descenso de su captación de glutamato. Por último, hemos visto que tienen una menor capacidad 

neuroprotectora.  

 

 Los resultados de este trabajo coinciden con los estudios neuropatológicos en los ratones 

SAMP8 (Tomobe, 2009). Así, estudios in vivo en ratones SAMP8 han relacionado la producción 

de ROS con la anormal hiperfosforilación de tau, y han sugerido que esto contribuye al proceso 

neurodegenerativo que se produce en el cerebro de estos animales (Alvarez-García et al., 2006). En 

los cerebros de estos ratones se han encontrado aumentados los niveles de peroxidación lipídica y 

enlaces carbonilo en sus proteínas (Butterfield et al., 1997; Yasui et al., 2003). En los ratones 

SAMP8 de 5 meses se ha observado hiperfosforilación de tau en la corteza, el estriado y el 

hipocampo donde la actividad de Gsk3β no variaba pero sí se veía aumentada la expresión y la 

actividad  de Cdk5 (Canudas et al., 2005). Las diferencias encontradas en la actividad de Gsk3β 

entre los estudios in vivo y nuestro modelo in vitro puede deberse a que nuestros datos se observan 

en los astrocitos y que las neuronas pueden tener otro patrón de actividad de esta quinasa. Además, 

otro estudio establece que la fosforilación previa de tau por Cdk5 aumenta la actividad de Gsk3 y 

sugiere que tau, Cdk5 y Gsk3β formarían un complejo de 450 kDa en el cerebro (Li et al., 2006).  

 

        La hiperfosforilación y agregación de tau puede ser un proceso normal durante el 

envejecimiento, o según su intensidad y las áreas del cerebro afectado considerarse un proceso 

patológico que se da en enfermedades como las taupatías. En algunos modelos animales como los 

roedores, los perros y los monos viejos se ha observado que no padecen patología de tau. En 

cambio todos los cerebros de personas mayores de 75 años sanos no dementes presentan 

sistemáticamente agregados de tau en la corteza entorrinal y puede llegar a afectar al hipocampo 

(Bueé et al., 2000). En los ancianos dementes la taupatía afecta a todas las áreas de la corteza 

cerebral y del hipocampo. Así la taupatía según el grado de afectación cerebral puede ser un 

proceso normal dentro del envejecimiento o convertirse en patológico (Delacourte et al., 2002). En 
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los ratones SAMP8 de edades tempraneas se ha descrito un aumento de hiperfosforilación de tau en 

diferentes áreas cerebrales como la corteza, el estriado y el hipocampo respecto a los ratones 

SAMR1 relacionando la patología de tau con la senescencia en estos ratones (Canudas et al., 2005). 

 

 Ambos modelos tanto el del  cultivo a largo plazo de  astrocitos de rata como el cultivo de 

astrocitos de ratones SAMP8 son válidos para estudiar los procesos de envejecimiento. En nuestro 

estudio con astrocitos de ratones SAM hemos comprobado que estas células tienen características 

que reproducen el envejecimiento in vivo que sufren estos ratones de senescencia acelerada en 

edades relativamente tempranas. Es importante señalar que en ambos  modelos encontramos que 

las alteraciones que padecen los astrocitos disminuyen su capacidad neuroprotectora y esta 

disfunción glial probablemente aumente la fragilidad neuronal a padecer trastornos 

neurodegenerativos. Es por esto que el envejecimiento es un importante factor de riesgo de padecer 

este tipo de enfermedades y el principal factor que induce a padecer EA (Barranco-Quintana et al., 

2005). Comparando ambos modelos concluimos que el cultivo de astrocitos SAMP8 in vitro es el 

modelo más adecuado para estudiar los cambios que padecen los astrocitos durante el 

envejecimiento, ya que reproduce mejor las alteraciones observadas en los cerebros de los ratones 

SAMP8. La presencia de cambios patológicos en los astrocitos SAMP8 in vitro la hemos 

corroborado con estudios de proteómica comparativa entre cultivos de astrocitos SAMR1 y 

SAMP8 (Díez-Vives et al., 2009). El cultivo de astrocitos in vitro durante un largo periodo de 

tiempo tiene el inconveniente de que puede producir alteraciones extrínsecas a las propias del 

envejecimiento. 

 

 Hemos observado que la función anticitotóxica de los astrocitos que protege a las neuronas 

está disminuida probablemente debida a cambios en la captación de glutamato y en los niveles de 

enzimas antioxidantes que conducen al aumento del estrés oxidativo. Esta alteración funcional 

podría ser un factor que contribuyera al desencadenamiento del envejecimiento. Así, el aumento de 

estrés oxidativo generado por los astrocitos puede ser un factor importante en el envejecimiento. 

De acuerdo con la teoría de los radicales libres, que es la más aceptada para explicar el 

envejecimiento, éste se produce por un fallo del mantenimiento de la homeostasis probablemente 

debido al estrés oxidativo (Valko et al., 2007; Poon et al., 2004a). El cerebro es particularmente 

susceptible al daño oxidativo y los astrocitos son los principales responsables de la defensa 

antioxidante. Los astrocitos envejecidos son más sensibles al estrés oxidativo y menos capaces de 

detoxificar las ROS, lo que también afectaría al aumento de toxicidad de estos radicales libres en el 

cerebro (Lin et al., 2007; Lü et al., 2008a, Lü et al., 2008b). Nuestros trabajos con astrocitos en 
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cultivo sugieren que estas células gliales del cerebro pueden padecer alteraciones que con el tiempo 

contribuyan a la generación de ROS y a la disminución de la viabilidad neuronal.  

 

 Es difícil separar un modelo de envejecimiento de un modelo de Alzheimer esporádico ya 

que la patología amiloidea y la taupatía están muy ligadas al envejecimiento. Esto está claro en los 

ratones SAMP8, considerados un modelo constatado de envejecimiento, ya que sus alteraciones 

cognitivas, el incremento de estrés oxidativo cerebral, la gliosis, la hiperfosforilación de tau y sus 

depósitos de Aβ coinciden además con el desarrollo de la EA (Pallás et al., 2009). Así los estudios 

en ratones SAM pueden ser claves en el paso desconocido entre el envejecimiento  y la EA.  

 

 Como ya se ha comentado anteriormente, algunas de las alteraciones observadas en los 

cultivos de astrocitos envejecidos o de astrocitos SAMP8 podrían ser debidas a una deficiencia 

neurotrófica. El GDNF es un conocido factor neurotrófico que se expresa tanto en astrocitos como 

en neuronas (Scharr et al., 1993). Un aumento de la síntesis y expresión proteíca de GDNF por 

parte de los astrocitos se cree que incrementa la supervivencia neuronal y la plasticidad sináptica 

después de la isquemia (Miyazaki et al., 2001; Tokumine et al., 2003) y del daño excitotóxico 

(Marco et al., 2002). La función del GDNF está poco estudiada en el envejecimiento y en la EA. En 

estudios previos se ha observado que la expresión de GDNF disminuye durante el envejecimiento 

(Matsunaga et al., 2006). Además, se ha visto que el GDNF disminuye la apoptosis generada por el 

péptido betamieloide aunque no previene la hiperfosforilación de tau (Ghribi et al., 2004). En 

nuestro estudio realizado con ratas envejecidas hemos observado que un aumento de la producción 

de GDNF por parte de los astrocitos a través de la inyección de un vector lentiviral en el área CA1 

del hipocampo mejora su estado cognitivo y aumenta los niveles de los neurotransmisores 

acetilcolina, dopamina y serotonina en el hipocampo. En este trabajo comprobamos como los 

astrocitos son el tipo de células apropiadas para sobreexpresar GDNF en terapias génicas. Las 

deficiencias cognitivas de las ratas viejas no han sido totalmente restablecidas, lo cual podría 

indicar que la región CA1 del hipocampo donde se realiza la acción paracrina del GDNF es una 

área cerebral demasiado pequeña para obtener una recuperación funcional del aprendizaje. En estos 

experimentos, los lentivirus muestran ser de gran eficacia, y un tratamiento a más largo plazo 

podría producir mejores resultados. 

 

         Cabe destacar que la expresión de GDNF en el hipocampo de ratones SAMP8 está ya 

disminuida en relación con los controles SAMR1 a los dos meses de edad (Miyazaki et al., 2003). 

Esto podría influir en las deficiencias cognitivas que presentan los ratones SAMP8. En nuestro 
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grupo pensamos que sería interesante sobreexpresar GDNF en el hipocampo de estos ratones. 

También se han publicado estudios en los que la restricción calórica y el ejercicio aumentan los 

niveles de GDNF en el cerebro (Saavedra et al., 2008). El uso de estas estrategias tiene un gran 

interés debido a que no son tratamientos invasivos. 

 

 En nuestro estudio in vitro con astrocitos humanos hemos observado que el péptido 

betamieloide produce un cambio de morfología de estas células que adoptan una forma filamentosa 

comparable al que hemos visto con la aplicación de citoquinas. En el tratamiento con Aβ42, BSO y 

hierro, además del cambio en la morfología mayor de los astrocitos hemos visto su inflamación, 

observación que coincide con los resultados publicados en el tejido de ratas inyectadas con este 

tratamiento (Lecanu et al., 2006). Además, el ambiente prooxidante (BSO y hierro) junto con Aβ42 

es la única condición que produce la condensación de los núcleos de los astrocitos in vitro. Este 

tratamiento produce mayor formación de ROS que el ambiente prooxidante solo. Así concluimos 

que los astrocitos responden poco al péptido betamieloide pero en una situación prooxidante tienen 

una respuesta inflamatoria y de estrés oxidativo.  Esto podría significar que  los astrocitos 

envejecidos que tienen un nivel basal más alto de estrés oxidativo fueran más sensibles a los daños 

causados por el péptido betamieloide. La mayor sensibilidad al péptido betamieloide originaría una 

cascada que conllevaría a una menor neuroprotección con un aumento en la neurotoxicidad, 

contribuyendo así a los cambios patológicos característicos de la enfermedad de Alzheimer.  

 

 En nuestro modelo in vivo de la EA hemos visto deterioro cognitivo en todas las ratas 

tratadas con el péptido betamieloide, y esta deficiencia cognitiva es aún mayor cuando el animal es 

tratado con el péptido betamiloide en un ambiente prooxidante. Así el efecto del péptido 

betamieloide en presencia de agentes prooxidantes actúa de manera más tóxica sobre la transmisión 

sináptica cosa que se refleja en el comportamiento de estos animales. Nuestro grupo, al igual que 

otros investigadores (Malm et al., 2006), sugiere que el péptido betamieloide junto al estrés 

oxidativo y la disfunción astrocitaria pueden dar como resultado un deterioro cognitivo a través de 

una disfunción sináptica en el hipocampo y la corteza cerebral.   

 

            En este estudio de la EA no observamos placas neuríticas maduras pero sí observamos 

deterioro cognitivo. Esto puede ser debido al efecto tóxico del péptido betamieloide soluble que 

detectamos y al que vemos en forma de depósitos difusos sobretodo en las ratas tratadas con 

agentes prooxidantes junto al Aβ.  En modelos murinos se ha observado que el péptido 

betamieloide soluble puede producir deterioro cognitivo dañando la plasticidad sináptica e 

interfiriendo con la LTP (Ferreira et al., 2007). La presencia de placas neuríticas tampoco garantiza 
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el desarrollo de la enfermedad porque se han encontrado placas en el cerebro de ancianos sanos. 

Hay una relación entre el péptido betamieloide extracelular fibrilar que formaría las placas 

neuríticas y el péptido intraneuronal. En modelos murinos como el triple transgénico (3xTgAD) se 

ha descrito que primero aparece el péptido intraneuronal con presencia de deterioro cognitivo, y 

que a medida que envejece el animal el péptido intraneuronal disminuye mientras que aumenta el 

péptido betamieloide extracelular y los daños cognitivos se agravan. Diversos estudios señalan que 

estas dos formas del péptido betamieloide están relacionadas, y que la disminución del Aβ 

intraneuronal no parece deberse a la disminución del número de neuronas, ni a una desigual 

sensibilidad de los anticuerpos por el betamieloide intracelular, sino a un aumento del péptido 

betamieloide total del cerebro (Oddo et al., 2006). Este aumento de betamieloide puede ser debido 

a un cambio en la relación entre la producción del péptido y su degradación, ya que se ha 

confirmado una disminución de los enzimas que degradan el Aβ, como la enzima de degradación 

de la insulina (IDE de insulin degrading enzyme) y la neprilisina (Oddo et al., 2006). 

 

 En nuestro modelo de la EA no hemos observado muerte neuronal ni astrocitaria, lo que ya 

esperábamos  porque se ha descrito que el péptido betamieloide sólo causa muerte neuronal si es 

intraneuronal, y en los astrocitos no causa muerte in vitro ni aplicado intracelular ni 

extracelularmente (Zhang et al., 2002; Li et al., 2007).  

          En nuestros estudios histopatológicos en este modelo de EA hemos visto precipitados de 

hierro, activación glial, daño oxidativo del DNA y proteínas ubicuitinadas en neuronas de la 

corteza y del hipocampo de los grupos tratados con Aβ en condiciones prooxidantes, sobretodo en 

el grupo tratado con Aβ40 +Aβ42.  Esto nos sugiere que el Aβ altera de manera más tóxica a las 

células cerebrales, tanto neuronas, astrocitos como microglía, bajo condiciones prooxidantes que en 

condiciones normales. Además concluimos que el daño de estas células es importante afectando a 

su metabolismo y actividad funcional actuando a nivel del núcleo y la degradación proteíca.   

Todos estos datos nos indican junto a otros datos de la literatura que las terapias que nos permitan 

disminuir el estrés oxidativo en la EA, como es el tratamiento con antioxidantes y quelantes de 

metales como el hierro (Cole et al., 2005; Reddy et al., 2009), pueden contribuir a una menor 

toxicidad del péptido betamieloide y llevar a una mejoría cognitiva en los pacientes con EA. 

 Los astrocitos son esenciales para mantener el cerebro sano y funcional, y cuando se 

activan  lo ayudan a recuperarse frente a daños patológicos producidos durante enfermedades 

neurodegenerativas como la EA. Las células gliales son importantes para eliminar el péptido 

betamieloide y ayudar  al correcto funcionamiento cerebral. Recientemente se ha sugerido en la 

literatura que cambios en  los procesos de división glial durante el envejecimiento pueden 

participar en la patogénesis de la EA (Farfara et al., 2008). Debido a que los astrocitos son unas 
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células muy abundantes en el cerebro y a su continua regeneración durante la vida del hombre 

hacen de estas células una diana terapéutica ideal para las enfermedades neurodegenerativas. La 

base para una terapia con éxito contra estas enfermedades depende de entender la interacción  

neurona-glía (Farfara et al., 2008). 

Actualmente la búsqueda de estrategias terapéuticas para favorecer un envejecimiento 

saludable es de gran interés para las autoridades Europeas. No es cuestión de curar el 

envejecimiento sino de evitar que se haga patológico. Desde hace tiempo nuestro grupo está 

interesado en buscar estrategias preventivas del envejecimiento patológico y de la EA. A partir de 

los resultados descritos en esta tesis se han iniciado en nuestro laboratorio estudios de terapias 

preventivas con idea de reducir/evitar el estrés oxidativo y mejorar la generación de factores 

neurotróficos. Hemos iniciado estudios de restricción calórica in vitro que disminuyen la actividad 

mitocondrial haciéndola más eficiente disminuyendo el consumo de oxígeno y por tanto la 

producción de ROS. Además, se están realizando estudios de ejercicio voluntario en animales triple 

transgénicos 3xTgAD con el fin de aumentar los niveles de factores neurotróficos, reducir los 

niveles de péptido betamieloide y mejorar el estado oxidativo cerebral. 
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Figura 56. Alteraciones de los astrocitos en el envejecimiento y en la enfermedad de Alzheimer.           
S García-Matas. 

 



 

 

199 
 
                                                                                                                        Discusión: discusión general 

 

    En la figura 56 se resume lo más destacado que hemos mostrado en esta tesis. Los astrocitos con 

la edad experimentan una serie de alteraciones como son la astrogliosis, el aumento de generación 

de ROS, y la desregulación de las defensas antioxidantes y anticitotóxicas  que conllevan  una 

menor neuroprotección y un efecto nocivo sobre las neuronas. En condiciones normales, las 

neuronas durante el envejecimiento padecen una menor capacidad de neurotransmisión y 

desregulación de la homeostasis celular pero continúan siendo funcionales. En el envejecimiento 

cuando hay un gran nivel de estrés oxidativo este puede llegar a ser patológico. En el caso de la 

enfermedad de Alzheimer, ya sea por causas genéticas o ambientales, la mayor generación de 

péptido betamieloide en condiciones de estrés oxidativo incrementa el efecto nocivo del Aβ 

generando más ROS e incrementando la patología de TAU. Todo ello conduce a una alteración de 

la funcionalidad astrocitaria y neuronal llevando incluso a la muerte neuronal y a dañar 

irreversiblemente el cerebro del enfermo. En nuestro grupo estamos estudiando terapias preventivas 

para combatir el envejecimiento patológico como son la restricción calórica, el ejercicio voluntario 

y la terapia génica. 
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  CONCLUSIONES 

 

1. Los astrocitos de rata cultivados 90 DIV adquieren características de senescencia y activación 

similares a las observadas en los astrocitos de animales viejos. Además presentan un incremento de 

la generación de ROS y alteración de las defensas antioxidantes, lo cual aumenta el estrés oxidativo 

celular y disminuye la funcionalidad mitocondrial. 

2. Los astrocitos de los ratones SAMP8 generan una mayor cantidad de ROS que los de SAMR1. 

Esto conduce a la oxidación de los lípidos y de las proteínas ocasionando a su vez cambios que se 

traducen en una menor actividad mitocondrial y una mayor fosforilación de tau. Las alteraciones 

observadas en cultivo son similares a las detectadas en los cerebros de estos ratones a los 5 meses 

de edad. 

3. Los astrocitos de rata cultivados 90 DIV y los de ratones SAMP8 sufren cambios en la captación 

de glutamato que pueden potenciar la excitotoxicidad neuronal en los procesos neurodegenerativos. 

Ambos tipos de astrocitos pierden parcialmente su capacidad neuroprotectora. Así, la senescencia 

astrocitaria in vivo podría contribuir a aumentar el daño neuronal en los procesos 

neurodegenerativos asociados con la edad. 

4. La expresión de GDNF en los astrocitos de la zona CA1 del hipocampo aumenta la capacidad 

cognitiva de las ratas viejas deficientes hasta niveles cercanos a las no deficientes. El GDNF 

incrementa los niveles locales de neurotransmisores serotonina, dopamina y acetilcolina, 

posiblemente responsables de la mejora cognitiva observada en las ratas viejas. 

5. El GDNF podría ser un buen candidato para la terapia génica en enfermedades 

neurodegenerativas asociadas al envejecimiento como la enfermedad de Alzheimer. En nuestro 

estudio, el vector lentiviral utilizado para sobreexpresar GDNF ha resultado de gran eficacia y bien 

tolerado. 

6. Los astrocitos humanos en cultivo tratados con el péptido betamieloide presentan una mayor 

activación en condiciones prooxidantes con hierro reactivo e inhibición de la síntesis de glutatión. 

El tratamiento combinado produce una marcada respuesta inflamatoria y de estrés oxidativo. 

7.  En nuestro modelo de rata inyectada con betamieloide icv, el tratamiento prooxidante potencia 

el efecto del péptido sobre la activación glial y la disfunción neuronal. Como consecuencia 

aumenta el deterioro cognitivo a largo plazo. Las alteraciones crónicas de inflamación y estrés 

oxidativo en los astrocitos en el envejecimiento pueden contribuir al proceso neurodegenerativo de 

la enfermedad de Alzheimer. 
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