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 Resumen  

 

 

La neurodegeneración ocurre en el sistema nervioso central a través de diferentes 

mecanismos que se asocian con la pérdida de estructura y función neuronal, 

reducción de la supervivencia y aumento de la muerte neuronal, dando como 

resultado alteraciones funcionales y mentales en el individuo. Estudios recientes han 

demostrado un fuerte vínculo entre la inflamación crónica y la neurodegeneración. 

Se ha descrito la activación de procesos inflamatorios en diferentes enfermedades 

neurodegenerativas tales como la enfermedad de Alzheimer, esclerosis múltiple, 

enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotrófica, entre otras. Aunque la 

inflamación puede no representar típicamente un factor desencadenante en la 

enfermedad neurodegenerativa, hay nuevas evidencias en modelos animales en 

donde la respuesta inflamatoria sostenida, relacionada con activación glial, 

contribuye a la progresión de la enfermedad. La activación de las células gliales 

principalmente refleja un mecanismo fisiológico cuyo objetivo primordial es la 

neuroprotección. Sin embargo, la pérdida de la comunicación específica entre las 

neuronas dañadas y las células gliales puede promover una activación excesiva que 

conlleva a un estado de inflamación persistente, y como consecuencia, inducir y/o 

exacerbar la neurodegeneración. 

La melatonina ha demostrado tener posibles efectos neuroprotectores debido a sus 

propiedades antioxidantes, sus interacciones con vías de señalización intracelular, la 

regulación de la supervivencia celular y la función mitocondrial. Por otra parte, la 

leptina juega un papel central en el control del peso corporal y la homeostasis 

energética. Se ha demostrado que la leptina es capaz de regular las respuestas 

inflamatorias y proporcionar neuroprotección. De igual manera, estudios 

experimentales y humanos han mostrado que la función del cerebro es sensible a los 

ácidos grasos. Se ha estudiado que una mayor ingesta de grasas saturadas aumenta 

el riesgo de deterioro de la función cognitiva en las poblaciones de mediana edad o 

de edad avanzada,  así como también se ha descrito en modelos de ratón que dietas 

altas en grasa saturada pueden favorecer neuropatologías como la enfermedad de 
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Alzheimer.  Por otra parte, se ha estudiado que los ácidos grasos omega 3 tienen 

potencial actividad anti-inflamatoria en una variedad de enfermedades. Sin 

embargo, los mecanismos por los cuales la melatonina, leptina y ácidos grasos omega 

3 pueden tener propiedades anti-inflamatorias son poco comprendidos a nivel del 

sistema nervioso central. 

Por lo anterior, la hipótesis de este estudio es que la melatonina, la leptina y los 

ácidos grasos DHA, EPA y AP podrían tener efecto sobre sobre la inflamación en 

células gliales a través de la modulación en la producción de óxido nítrico, la 

inhibición/producción la expresión de óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) y la 

activación de la vía p38 MAPK.  

El objetivo planteado en este trabajo fue estudiar el potencial efecto anti-

inflamatorio y/o neuroprotector de la melatonina, leptina, ácido docosahexaenoico, 

ácido eicosapentaenoico y ácido palmítico en cultivos de células de glía de ratón 

C57Bl/6J. 

Para valorar potencial anti-inflamatorio de la melatonina, leptina y ácidos grasos, se 

trabajó con cultivos primarios de glía provenientes de córtex de ratón C57BL/6J los 

cuales fueron sometidos a la activación glial con citoquinas pro-inflamatorias IFNγ, 

IL-1β Y TNFα. Los cultivos fueron pre-tratados con melatonina, leptina y ácidos 

grasos (docosahexaenoico, eicosapentaenoico y palmítico) y posteriormente fueron 

tratados con las citoquinas pro-inflamatorias. Se valoró la viabilidad celular, el 

aumento o disminución de la producción de óxido nítrico, la expresión de iNOS, así 

como la activación de la vía p38 MAPK. 

Los resultados de este estudio muestran que la exposición de células de glía a 

citoquinas proinflamatorias aumenta la producción de óxido nítrico, la expresión de 

la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) y la activación de las vías JNK, p38, c-JUN, 

ERK ½ y JAK/STAT. Por otra parte, se observó que la melatonina, leptina y los ácidos 

grasos omega 3 (a bajas concentraciones) no afectan la viabilidad celular y 
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disminuyen la producción de óxido nítrico, así como también inhiben la producción 

de iNOS y la activación de p38 MAPK.  La melatonina, leptina, DHA y EPA podrían 

considerarse como una estrategia terapéutica prometedora en trastornos 

neuroinflamatorios asociados al cerebro. 
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 Abreviaturas  

 

 

AA:    Ácido Araquidónico 

Aβ:    Beta-amiloíde   

ADN:    Acido desoxirribonucleico  

AG:    Ácido graso 

AGMS:    Ácido graso monoinsaturado 

AGPI:    Ácido graso polinsaturado 

AGPI n-3:   Ácidos grasos poliinsaturados omega-3 

AGPI n-6:  Ácidos grasos poliinsaturados omega-6 

AGS:    Ácido graso saturado  

ALA:    Ácido linolénico 

AMPK:   Adenosina monofosfato quinasa 

AP:    Ácido palmítico 

AP-1:    Proteína activadora 1 

APOE:   Apolipoproteína E 

APP:    Proteína precursora amiloidea 

ATP:    Adenosina trifosfato 

BACE:   Beta-secretasa 

BDNF:   Factor neurotrófico derivado del cerebro  

BHE:    Barrera hematoencefálica 

COX:    Ciclooxigenasa 

CK:    Citoquina 

DHA:    Ácido docosahexaenoico 

EPA:    Ácido eicosapentaenoico 

EA:    Enfermedad de Alzheimer 

EDTA:   Ácido etilendiaminotetraacético 

ELA:   Esclerosis lateral amiotrófica 

EM:    Esclerosis Múltiple 

EP:    Enfermedad de Parkinson 

eNOS:    Endotelial óxido nítrico sintasa 
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ERK1/2:   Quinasa regulada por señal extracellular ½ 

GABA:   Ácido gamma-aminobutírico 

GLUT:   Transportadores de glucosa 

GMF:    Factor de maduración de glía 

GMPc:   Monofosfato de guanosina cíclico 

GM-CFS:   Factor estimulante de colonias y macrófagos 

GSK3β:   Glucógeno sintasa quinasa 3 beta 

H2O2:   Peróxido de hidrogeno 

IDE:    Enzima degradadora de insulin 

IκB:    Inhibidor de κappa B 

IL-1:    Interleuquina-1 

IL-1β:    lnterleuquina-1beta 

IFN:    Interferon  

IFNγ:    Interferón gamma 

iNOS:    Óxido nítrico sintasa inducible 

JNK:    c-Jun amino-terminal quinasa 

JAK:    Janus quinasa 

LEP:    Leptina 

LNA:    Ácido linoleico 

LPS:    Lipopolisácarido 

MAPK:   Proteína quinasa activada por mitógenos 

MAPKK/MAP2K:  MAP quinasa quinasa 

MAPKKK/MAP3K:  MAP quinasa quinasa  quinasa 

MCP-1:   Proteína quimiotáctica de monocitos 1 

MMPs:  Metaloproteínas 

MT1:    Receptor de melatonina 1 

MT2:    Receptor de melatonina 2 

MTT:    (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5difeniltetrazol) 

N2O2:   Dióxido de nitrógeno 
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NADH:   Nicotinamida adenina dinucleótido reducida 

NMDA:   N-metil-D-aspartato 

NF-κB:   Factor nuclear Kappa de células B activadas 

NK:    Natural killer  

NOS:    Óxido-nítrico sintasa 

nNOS:   Neuronal óxido nítrico sintasa 

NPY:    Neuropéptido Y 

O2-•:    Radical superóxido 

Ob-R:    Receptor de leptina 

OA:    Acido oléico 

OH•:    Radical hidroxilo 

ON:    Óxido nítrico 

ONOO•:   Radical peroxinitrito 

PAF:    Factor activador de plaquetas 

PPAR:   Receptor del activador de la proliferación de peroxisomas 

RAGE:   Receptor para los productos finales de glicación 

ROS:    Especies reactivas del oxígeno 

RNS:    Especies reactivas de nitrógeno 

SNC:    Sistema nervioso central 

STAT:    Transductor de señal y activador de la transcripción 

Thr:    Treonina 

TLRs:    Receptores de tipo toll 

TNF-α:   Factor de Necrosis Tumoral-alfa 

Tyr:    Tirosina  
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 Células gliales y Sistema Nervioso Central 

 

El sistema nervioso central adulto (SNC) consiste en aproximadamente 100 mil 

millones de neuronas y una cantidad similar de células gliales. El parénquima del 

SNC se separa del resto del cuerpo por la barrera hematoencefálica (BHE), que está 

formado predominantemente por uniones estrechas de las células endoteliales con 

la vasculatura del SNC. La BHE restringe y controla la entrada de nutrientes y células, 

incluyendo células inmunitarias periféricas, que son casi completamente ausentes 

en el SNC saludable (Fischer and Maier, 2015a).  

 

Durante mucho tiempo, el estudio del desarrollo del cerebro se ha centrado en gran 

medida en el desarrollo neuronal. Sin embargo, las neuronas se desarrollan en 

estrecha colaboración en el tiempo con las  células gliales, sugiriendo interacciones 

importantes y un papel funcional para las células gliales en el desarrollo del 

cerebro.(Reemst et al., 2016). 

 

Las células gliales fueron identificadas por primera vez por los principales 

neurocientíficos del siglo IX (Rudolf Virchow, Santiago Ramón y Cajal y Pío del Río 

Hortega) quienes sugirieron en ese momento que la glía funcionaba como 

“Nervenkitt” (palabra alemana para denominar el pegamento del nervio) o 

“neuroglia”. De ahí el nombre de “célula glial” que deriva de la antigua palabra griega 

“glía”, que significa “pegamento”. Aunque se han llevado a cabo diversos estudios 

para especificar las funciones de la glía, las propiedades completas de las células 

gliales siguen sin resolverse(García-Martín et al., 2017).   
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Las células gliales constituyen (en función de la especie de mamífero) entre 33 y 66% 

de la masa total del cerebro. Hallazgos recientes han puesto de manifiesto que las 

células gliales son algo más que el simple “pegamento”.  Hay una propiedad 

unificadora de todas estas células - su función principal es la de mantener la 

homeostasis cerebral a diferentes niveles: de órgano entero (control de la barrera 

hematoencefálica y la defensa), celular (neurogénesis, sinaptogénesis y 

mantenimiento de la sinapsis) y molecular (homeostasis iónica y la homeostasis de 

neurotransmisores). Por lo tanto las células gliales se pueden definir ampliamente 

como células homeostáticas del sistema nervioso (Parpura and Verkhratsky, 2012) 

ya que participan activamente en muchos aspectos del sistema nervioso, tales como 

la formación, la plasticidad y el mantenimiento de los circuitos neuronales, y son 

necesarias para la supervivencia y función neuronal (Allen and Barres, 2009). 

 

1.1. Tipos de células gliales 

 

La población total de células gliales se pueden subdividir en cuatro grupos 

principales: astrocitos, oligodendrocitos, y sus progenitores NG2-glia y microglía 

(García-Martín et al., 2017). Estas células tienen diferente origen, morfología y 

función. Las células gliales primarias en el sistema nervioso central son de origen 

ectodermico y están representadas por los astrocitos, oligodendrocitos y células NG-

2-positivas. La microglía es totalmente diferente, siendo de origen mesodérmico. 
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Figura 1. . Las células gliales incluyen principalmente a la microglía, oligodendrocitos, astrocitos y glía NG2. La microglía 

representa el sistema inmunitario del cerebro. Los oligodendrocitos producen la mielina que envuelve a los axones para 

permitir una comunicación neuronal eficiente. Los astrocitos contactan a los vasos sanguíneos y las sinapsis detectan la 

actividad neuronal y liberan gliotransmisores para modular la actividad cerebral. (Reyes-Haro et al.,2014.) 

 

1.1.1. Astrocitos 

 

Representan la población de células gliales más grande del cerebro. Constituyen 

aproximadamente el 50% del volumen cerebral humano (Chen and Swanson, 2003). 

Santiago Ramón y Cajal los describió como células de formas estrelladas con un soma 

circunscrito al núcleo, del cual parten una serie de prolongaciones en sentido más o 

menos radial.  Los astrocitos fueron subclasificados en protoplasmáticos y fibrosos 

por Rudolf Albert von Kölliker y William Lloyd Andriezen en 1889 y 1893, 

respectivamente. Los astrocitos fibrosos se ubican principalmente en la sustancia 

blanca, están asociados a los axones y se caracterizan por tener unas prolongaciones 

largas, cilíndricas y lisas que en ocasiones se apoyan en las paredes de los vasos. Los 

astrocitos protoplasmáticos, asociados a los somas neuronales y las sinapsis, están 

presentes principalmente en la sustancia gris y son más ramificados, con 

prolongaciones cortas y rugosas (RamírezExpósito y Martínez-Martos, 1998). 
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Estudios ultraestructurales han revelado la presencia de numerosos microtúbulos y 

microfilamentos en el citoplasma, que se han denominado gliofilamentos. Uno de los 

gliofilamentos más importantes, que se extiende por el soma y las prolongaciones, 

está constituido por la proteína acídica fibrilar glial (GFAP), cuya presencia permite 

la identificación de las células astrogliales con métodos de microscopía electrónica e 

inmunocitoquímica (Ramírez-Expósito and Martínez-Martos, 1998). 

Los astrocitos son determinantes para el desarrollo, funcionamiento y supervivencia 

de las neuronas debido a que dentro de sus funciones se encuentran el 

mantenimiento de la homeostasis iónica (se encargan del mantenimiento de los 

gradientes iónicos dependientes de energía: Ca2+, Na+, K+), intervienen en la 

modulación de las concentraciones de neurotransmisores en el espacio extracelular 

(principalmente del glutamato: síntesis, captación y liberación), participan en la 

eliminación de radicales libres, transporte de agua, producción de citoquinas y óxido 

nítrico(Chen and Swanson, 2003.), proporcionan el soporte físico a las neuronas 

vecinas, a las meninges y a los vasos sanguíneos, proveen metabólicamente de 

manera optimizada los nutrientes a las neuronas, sus dendritas y sinapsis, y 

mantienen estable el pH extracelular eliminando el CO2 que las neuronas generan 

como producto del metabolismo aerobio que desarrollan normalmente. También se 

les ha implicado en el control de la barrera hematoencefálica (que está formada por 

uniones estrechas entre las células endoteliales de los capilares) para restringir el 

paso de moléculas solubles y sustancias tóxicas de la sangre al cerebro. Los astrocitos 

juegan un papel protector frente a la toxicidad de especies reactivas de oxígeno 

(ROS), H2O2, metales y xenobióticos, ya que poseen sistemas enzimáticos 

específicos para su eliminación.  

Los astrocitos establecen contacto con los vasos sanguíneos y tienen acceso a la 

glucosa que se transporta por la circulación sanguínea. La glucosa que se utiliza en 

el cerebro es captada por los astrocitos, quienes actúan como intermediarios en su 
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transporte hasta las neuronas. Además, el astrocito, a diferencia de la neurona, es 

capaz de almacenar glucógeno como fuente de energía (Ramírez-Expósito and 

Martínez-Martos, 1998)(Gennadij Raivich et al., 1999)(Chen and Swanson, 2003.). 

 

1.1.2. Oligodendrocitos 

 

Los oligodendrocitos son más pequeños y menos ramificada que los astrocitos, 

sintetizan y mantienen las vainas de mielina que recubren los axones neuronales 

facilitando la rapidez de la propagación del impulso nervioso. La mielina es una 

lipoproteína que envuelve a los axones de las neuronas y hace más eficiente la 

comunicación neuronal, al acelerar la conducción eléctrica de los impulsos 

nerviosos, además de contribuir al soporte metabólico necesario para el adecuado 

funcionamiento axonal (Y. Lee et al., 2012). 

Hay dos tipos de oligodendrocitos en la corteza: los oligodendrocitos perineuronales, 

que se encuentran en la sustancia gris y los oligodendrocitos interfasciculares que se 

encuentran en la sustancia blanca(Rajkowska and Miguel-Hidalgo, 2007.)  

Los oligodendrocitos interfasciculares tienen un tamaño medio (20 µm), 

presentan un núcleo que ocupa un elevado porcentaje del volumen total de la 

célula, se disponen en paralelo a lo largo de los axones mielinizados, son los 

responsables de los procesos de mielinización durante el desarrollo y se encargan 

de mantener las vainas de mielina en el adulto.  Los oligodendrocitos 

perineuronales son de pequeño tamaño (10 µm), rodean toda la superficie del 

cuerpo neuronal, lo que sugiere un papel importante en el mantenimiento de la 

fisiología de las neuronas. 

Los oligodendrocitos poseen una capacidad de regeneración muy limitada, por lo 

que la lesión de unos pocos puede originar un área de desmielinización 
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apreciable. Se sabe que son el tipo celular más vulnerable y los primeros 

elementos nerviosos que degeneran en las enfermedades del sistema nervioso 

central donde la mielina está afectada (Ramírez-Expósito and Martínez-Martos, 

1998). Son susceptibles a lesiones mediadas por estrés oxidativo, aminoácidos 

excitatorios, deprivación de factores tróficos y la activación de vías apoptóticas 

(Ness et al., 2005). 

Además de la formación de mielina, los oligodendrocitos también expresan 

factores de crecimiento, uniones gap y puede suministrar energía en forma de 

lactato para apoyar la función axonal. Además, expresan receptores de glutamato 

y, por tanto, son un objetivo de neurotransmisores y excitotoxicidad de glutamato 

(Elsayed et al., 2015). 

 

1.1.3. Microglía 

 

La microglía representa un 10-20 % del total de la población de células gliales. Son 

células residentes en el cerebro implicadas en procesos reguladores críticos para el 

desarrollo, mantenimiento del entorno neuronal, respuesta a una lesión, y su 

posterior reparación. Detectan eventos patológicos en el sistema nervioso central y 

sirven como células inmunes del cerebro para orquestar la respuesta inmune innata. 

Están implicadas en la activación del sistema inmune para promover la protección y 

supervivencia neuronal(Elsayed et al., 2015). Contribuyen a la proliferación y 

diferenciación neuronal, la poda de las neuronas que mueren, la remodelación 

sináptica y eliminación de residuos y proteínas aberrantes.  (Harry, 2013.).  

Después de una lesión en el sistema nervioso central se produce la activación de la 

microglía. La activación microglial se caracteriza por una serie de cambios 

morfológicos, inmunofenotípicos y funcionales, que pueden ir asociados a 
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proliferación, migración y fagocitosis. La microglía activada es capaz de liberar 

muchas sustancias mediadoras, factores de crecimiento, compuestos citotóxicos 

tales como ROS, óxido nítrico (ON) o proteasas, y citoquinas inflamatorias como IL 

(interleucina)-1, IFN-γ (interferón γ) y TNF-α (Gennadij Raivich et al., 1999) 

(Gehrmann et al., 1995), que pueden dañar las neuronas u otras células gliales.  

La microglía son las únicas células capaces de activación rápida en respuesta a los 

cambios patológicos en el sistema nervioso central (Rajkowska and Miguel-Hidalgo, 

2007). Una vez activada prolifera y migra al sitio de la lesión cerebral donde se 

convierte en altamente fagocítica hacia las neuronas dañadas. Además de su función 

fagocitaria, responde a cualquier desequilibrio en la homeostasis de iones y también 

participan en la respuesta inmune. Es de destacar que el estrés y los glucocorticoides 

inducen una respuesta pro-inflamatoria en la microglía. 

 

1.1.4. Glía NG2 

 

La glía NG2 constituye del 5 al 8 % del total de células del sistema nervioso central y 

es probablemente el tipo glial del que menor información se dispone. El papel que 

juega la glía NG2 en la fisiología del cerebro es controvertido, por lo que es campo 

fértil de estudio para la neurobiología (Bergles et al., 2010). Las células NG2 

presentan una forma estrellada, pero no expresan GFAP, ni transportadores de 

glutamato, así como tampoco forman uniones gap. Se encuentran ampliamente 

distribuidos en la sustancia gris como en la blanca. 

La diversidad de papeles funcionales de la glía NG2 aún no están completamente 

comprendidos y requieren más estudios (Elsayed et al., 2015).  Inicialmente se 

consideraba que las células NG2 eran solamente precursoras de los 

oligodendrocitos. Sin embargo, estudios posteriores presentaron evidencia de que la 
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glía NG2 podría participar en la formación de neuronas y astrocitos (Reyes-Haro et 

al., 2014.).  La glía NG2 son unas de las mayores células proliferativas en la corteza 

adulta. Sin embargo, no todas las células NG2 están proliferando en reposo. Al 

parecer un subconjunto de estas células está involucrado en algunos aspectos del 

procesamiento de la información en asociación con las neuronas. Es claro que estas 

células se ven influidas por diferentes factores ambientales y farmacológicos, 

provocando su proliferación. Se ha demostrado que la gliogénesis es influenciada por 

el estrés, el ejercicio, factores de crecimiento y aspectos farmacológicos (Elsayed et 

al., 2015). Se ha observado que las células NG2 no solo responden a los transmisores 

liberados en la sinapsis, sino que además reciben “inputs” presinápticos directos de 

las neuronas estableciendo lo que se ha denominado sinapsis neuroglia-glía (Wigley 

et al., 2007). 

 

1.2. Activación glial 

 

La neuroinflamación es un proceso generalmente beneficioso mediado por la 

activación de células gliales en respuesta a una lesión, enfermedad o infección. Los 

astrocitos y la microglía liberan mediadores inflamatorios como citoquinas y 

especies de radicales como el óxido nítrico (ON) y anión superóxido para eliminar el 

agente nocivo, restos celulares o destruir patógenos y reparar los tejidos dañados 

(esto es lo que se denomina como “gliosis” reactiva o glía 

activada”).  Desafortunadamente, este proceso a veces pierde el equilibrio (como 

parece ocurrir en el envejecimiento o cuando la neuroinflamación persiste después 

de retirar el estímulo desencadenante), generando una neuroinflamación crónica,  lo 

que se  convierte en una respuesta perpetua que incluye la sostenida activación glial  

y liberación de citoquinas inflamatorias, así como la producción de estrés oxidativo 

y nitroso. La neuroinflamación crónica puede ser extremadamente nociva e inducir 
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y/o exacerbar la progresión de enfermedades neurodegenerativas (Herrera-Molina 

et al., 2012). 

La activación glial es una respuesta heterogénea pero presenta procesos básicos 

como el cambio morfológico, la proliferación, fagocitosis y producción de 

mediadores pro-inflamatorios y anti-inflamatorios. La respuesta inflamatoria del 

cerebro está producida por las células gliales, en especial la microglía. La microglía 

es particularmente sensible a los cambios en su microambiente y puede llegar a ser 

fácilmente activada en respuesta a la infección o lesión (Bin Liu and Hong, 2003). 

Tanto los astrocitos como la microglía sufren cambios morfológicos durante la 

activación glial.  

La activación de la microglía se da mediante los receptores TLR (Toll-like Receptors) 

y NLR (NOD-like Receptors), y también como una respuesta del sistema inmune 

innato, produciendo citoquinas proinflamatorias: TNFα, las interleucinas IL-1β y IL-

6 y quimiocinas. La estimulación de TNFα incrementa la actividad fagocítica de la 

microglía, y se han encontrado niveles elevados de esta citoquina en diferentes 

enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzheimer y enfermedad 

de Parkinson(Combs et al., 2001). La IL-1β induce la expresión de TNFα e IL-6 y está 

implicada en el proceso inflamatorio, tanto en daño traumático cerebral, como en 

enfermedades neurodegenerativas (Shaftel et al. 2008). Con el fin de regular la 

respuesta inmune, la microglía también produce citoquinas antiinflamatorias como 

IL-10 y TGFβ (Transforming Growth Factor β). La liberación de citoquinas y otros 

factores por parte de la microglía, regula la respuesta de los astrocitos, 

evidenciándose una sincronización entre microglía y astrocitos.  

Los astrocitos, al activarse, cambian su estructura y morfología, presentando una 

hipertrofia acompañada de un aumento de la expresión de GFAP (Glial Fibrillary 

Acid Protein). Además, estas células liberan citoquinas como TNFα, IL-6, IL-1β, IFN-

γ y quimiocinas (Lieberman et al., 1989)(Van Neerven et al., 2010). La activación 
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astroglial (o astrogliosis), al igual que la activación microglial prolongada o muy 

exagerada puede dejar de ser beneficiosa para pasar a exacerbar la muerte neuronal, 

generando interacciones entre células gliales y neuronas, que se asocian a un daño 

celular o a una enfermedad neurodegenerativa (Figura 2) (Morales et al., 2014). Lo 

anterior, se debe al hecho de que astrocitos y microglía, pueden liberar gran cantidad 

de compuestos neurotóxicos como el ON, las ROS o el TNF-α, así como otros 

mediadores que inducen reacciones secundarias en las células que haya infiltrado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.  Daño o estímulo citotóxico que activa la microglía y la astroglía. Estas células sufren cambios morfológicos y secretan 

factores proinflamatorios. Estos eventos, cuando tienen un carácter crónico, preceden y causan la muerte neuronal (adaptado 

Morales et al. 2014). 

 

 Citoquinas. 

 

Las citoquinas son una clase de proteínas pequeñas que actúan como moléculas de 

señalización en concentraciones picomolares o nanomolares para regular la 

inflamación y modular las actividades celulares tales como el crecimiento, la 

supervivencia y diferenciación(Ramesh et al., 2013).  Dentro de las citoquinas se 

incluyen a interleucinas, interferones, factores de necrosis tisular, factores 
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estimuladores de colonias, factores de crecimiento y quimiocinas. Las citoquinas 

generalmente son secretadas, pero también pueden expresarse en la superficie 

celular. Se sabe que su producción se induce rápidamente después de una lesión 

tisular, infecciones o inflamación (Allan and Rothwell, 2001). 

Dentro de las citoquinas se encuentran varios subgrupos que incluyen: 

interleuquinas (IL), interferones (IFN), factores de necrosis tumoral (TNF), factores 

de crecimiento, factores estimuladores de colonias (CFS) y quimiocinas. 

Durante la activación glial tanto la microglía como los astrocitos producen gran 

número de citoquinas. En el sistema nervioso central las citoquinas se han 

relacionado con los efectos neurotóxicos de la activación glial que se da 

especialmente cuando persisten altos niveles de estas moléculas durante periodos 

prolongados de tiempo.  

 

2.1. Citoquinas proinflamatorias. 

 

Las citoquinas juegan un papel clave en la neuroinflamación y el estrés oxidativo. Las 

principales citoquinas proinflamatorias que son las responsables de la activación de 

iNOS en las células gliales y que aumentan la producción de óxido nítrico son el TNFα, 

la IL-1β y el IFNγ (Bhat et al., 1998; Brown and Neher, 2010; Chen et al., 2009; Fisher 

and Maler, 2015; Kaminska et al., 2009; Saha et al., 2006; Sáinz et al., 2015; Sastre et 

al., 2006; Sheng et al., 2011). La producción de ON llega a unos niveles que son 

dañinos para el organismo e inducen modificaciones en proteínas (nitrosilación y 

nitración), lo que probablemente es uno de los factores causantes de la pérdida 

neuronal y de la señalización neuronal (Brown, 2010). Debido a este proceso, la 

activación de iNOS en las células gliales constituye una etapa crítica en las 
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enfermedades neurodegenerativas mediadas por la neuroinflamación, proceso 

debido a la activación de la microglía (Brown, 2007, 2009; Saha and Pahan, 2006). 

 

2.1.1. TNF 

 

TNFα es producido principalmente por la microglía, macrófagos y células T y 

presenta un papel central en la activación glial.  Actúa mediante la unión a dos 

receptores: TNFI y TNFRII, lo cual inicia las vías de transducción de señales que 

incluyen la activación de la cascada de MAPK y las translocación del factor NF-kB al 

núcleo, lo que dará lugar a la activación de la transcripción de un gran número de 

genes. El TNFα promueve la fagocitosis por parte de la microglía, induce el 

reclutamiento de los neutrófilos y monocitos mediante la activación de la producción 

de diferentes quimiocinas y activa la producción de diferentes metaloproteínas 

(revisado por (Gosselin and Rivest, 2007). 

 

2.1.2.  IL-1 

 

La IL-1 es una citoquina implicada en muchas neuropatologías que presenta dos 

formas, IL-1α y IL-1β. La astroglía, la microglía y la oligodendroglía son capaces 

de secretar IL-1. La expresión de IL-1R1 ha sido observada en varias regiones del 

sistema nervioso central, tanto en neuronas como en glía. A este receptor se unen 

con igual afinidad la IL-1  y la IL-1β en asociación con ciertas proteínas 

accesorias. La IL-1 ejerce acciones durante el desarrollo del sistema nervioso 

central sobre la proliferación y la diferenciación, y modula la eficacia sináptica de 

las poblaciones neuronales, especialmente en el hipocampo. La administración de 

IL-1ra recombinante en el cerebro o en la periferia de roedores provoca una 
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inhibición marcada del daño cerebral causado por la isquemia cerebral, lesiones 

cerebrales o excitotoxinas. Esto sugiere una contribución directa de la IL-1 a la 

neurodegeneración inducida experimentalmente. En respuesta al daño cerebral, 

la IL-1β es la que más rápidamente se expresa dentro de la familia de la IL-1. Se 

ha observado experimentalmente que la administración de anticuerpos contra IL-

1β es neuroprotectora. La IL-1 induce la producción de otras moléculas 

inflamatorias como la colagenasa, la fosfolipasa A2 y las prostaglandinas. 

También estimula la secreción de otras citoquinas como la IL-6, TNF-α, TFG-β y 

factores estimuladores de colonias(Allan and Rothwell, 2001) (Hanisch, 2002a).  

 

2.1.3.  IFNγ 

 

La presencia del IFNγ se relaciona con la activación de las células T y NK (natural 

killer). Cuenta con receptores tanto en las células gliales como neuronales, tiene un 

papel central en la regulación de la actividad inmune, ya que su acción sobre la 

microglía causa la expresión de genes involucrados en el proceso inflamatorio entre 

los que encontramos receptores de Fc y del complemento, moléculas de adhesión, 

producción y secreción de citoquinas (TNFα, IL-1, IL-6) y óxido nítrico(Hanisch, 

2002a).  

El IFNγ induce la síntesis de moléculas de superficie como el MHC II, ICAM- I y 

moléculas coestimuladoras, lo cual confiere a la microglía la capacidad presentadora 

de antígeno. Además de sus efectos como activador de la microglía, IFNγ también 

puede inducir la apoptosis a través de la regulación positiva simultánea de Fas y FasL 

(Hanisch, 2002a). 
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 Producción de óxido nítrico e iNOS. 

 

El óxido nítrico (ON) es un gas sin carga que puede cruzar fácilmente las 

membranas biológicas. Es rápidamente desactivado por oxidación con una vida 

media biológica de unos pocos segundos, limitando así su extensión espacial en 

los tejidos biológicos (Terpolilli et al., 2012). 

En el cerebro el óxido nítrico puede actuar como una molécula de señalización 

intracelular que regula una gran variedad de procesos fisiológicos (plasticidad 

sináptica, flujo sanguíneo y desarrollo) o también puede actuar como una 

molécula citotóxica tanto para organismos patógenos como para las propias 

células del organismo durante enfermedades. 

A concentraciones fisiológicas el óxido nítrico es relativamente poco reactivo y la 

mayoría de sus acciones fisiológicas son mediadas por su unión a iones Fe2+ en 

el grupo hemo de la guanilato ciclasa soluble, causando su activación y la 

producción de monofosfato de guanosina cíclico (GMPc). Sin embargo, el ON 

puede generar otros derivados mucho más reactivos, que en conjunto se conocen 

como especies reactivas de nitrógeno tales como NO2-, N2O3- y aniones 

peroxinitrito.  

La enzima óxido nítrico sintasa (NOS) es la encargada de su síntesis 

conjuntamente con la L-citrulina a partir del aminoácido L-arginina. Existen tres 

isoformas de la NOS: la nNOS, que constitutivamente se expresa en neuronas y es 

activada por calcio/calmodulina, particularmente después de la estimulación de 

receptores glutamatérgicos tipo NMDA; la eNOS, expresada constitutivamente en 

células endoteliales cerebrales y algunos astrocitos, es regulada por 

calcio/calmodulina y fosforilación/desfosforilación, y la iNOS, que normalmente 

no se expresa en el cerebro sano pero es inducida en las células gliales y 

endoteliales por citoquinas proinflamatorias, componentes bacterianos o víricos 
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y/o hipoxia. Se requiere la presencia de elevados niveles de varias citoquinas para 

la inducción de iNOS, lo que sugiere que esta isoforma no desempeña su papel en 

la fisiología normal del sistema nervioso central.  

La inducción de la expresión de iNOS es uno de los cambios característicos de la 

activación glial que ocurre durante la respuesta inflamatoria. La producción de 

ON como consecuencia de la inducción de esta isoforma en las células gliales se 

ha observado en la mayoría de las enfermedades neurodegenerativas. Una vez 

que se expresa iNOS se producen niveles elevados de ON continuamente, en 

mayor proporción que los que puede producir nNOS. Hay cierta controversia 

sobre qué células gliales expresan iNOS en el cerebro de los roedores. Si bien está 

aceptada su inducción en la microglía activada, no está tan claro en el caso de los 

astrocitos. También se ha descrito la inducción de iNOS por varios mediadores 

inflamatorios en oligodendrocitos de roedores, en células endoteliales cerebrales 

y en fibroblastos.   

La neurodegeneración inflamatoria contribuye a una serie de patologías 

cerebrales. Los mecanismos mediante los cuales la microglía activada y los 

astrocitos matan las neuronas han sido identificados en los cultivos 

celulares.  Estos mecanismos incluyen la activación del fagocito NADPH oxidasa 

en microglía y la expresión de iNOS en células gliales. Esta combinación produce 

la apoptosis a través de la producción de ONOO - . El óxido nítrico derivado de 

NOS inducible (iNOS) también sinergiza con la hipoxia para inducir la muerte 

neuronal porque el óxido nítrico inhibe la citocromo oxidasa. Esto puede resultar 

en la liberación de glutamato y excitotoxicidad (Förstermann and Sessa, 2012). 

La toxicidad del óxido nítrico se produce normalmente a través de una 

interacción directa con los diversos restos de proteínas. La toxicidad también 

puede resultar de la formación de anión peroxinitrito (ONOO -), un oxidante 
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fuerte y mediador de la lesión tisular después de su combinación con el anión. El 

óxido nítrico también puede desencadenar la apoptosis directamente o a través 

de ONOO - . 

En el cerebro, ON está formado principalmente por nNOS y eNOS. De acuerdo con 

ello, sirve como un neurotransmisor y neuromodulador, y entre muchas otras 

funciones, está relacionado con el mantenimiento del flujo sanguíneo cerebral 

basal. Específicamente, ON ha sido implicado en la autorregulación cerebral y 

acoplamiento neurovascular. La evidencia más reciente sugiere un papel del ON 

en la proliferación y diferenciación neuronal. El ON inhibe la proliferación 

neuronal y la diferenciación en el cerebro en desarrollo.  El óxido nítrico ejerce 

un efecto dual sobre la neurogénesis: Mientras ON derivado de nNOS disminuye 

la neurogénesis, ON producido por endotelial o inducible NOS parece 

estimularlo.(Terpolilli et al., 2012). 

 

 Óxido nítrico y estrés oxidativo. 

 

El estrés oxidativo es un estado en el que el equilibrio entre el sistema de los 

antioxidantes y el nivel de radicales libres, capaz de dañar los tejidos, se altera 

(figura 3). La síntesis de radicales libres se produce durante los procesos 

fisiológicos de oxidación-reducción. Los radicales libres son los siguientes: 

formas activas de oxígeno (especies reactivas del oxígeno-ROS), formas activas 

de nitrógeno (RNitrogenS-RNS), los radicales centrados en carbono y los 

radicales centrados en azufre. ROS es el sistema más importante de radicales 

libres, porque muestra el doble papel del oxígeno en el organismo (paradoja del 
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oxígeno) – este elemento está involucrado en casi en todos los procesos vitales y 

al mismo tiempo sus formas activas, que conducen a daño de tejidos, también lo 

contienen-. El peróxido de hidrógeno (H 2 O 2), radical superóxido (O2 · -) y 

radical hidróxido (OH ·) pertenecen a ROS. Factores de oxidación que contienen 

nitrógeno: óxido nítrico (ON), el peroxinitrito (ONOO ·) y dióxido de nitrógeno 

(N 2 O 2).  

El óxido nítrico es capaz de formar radicales hidroxilo (a expensas del electrón 

desapareado) y convertirse en dióxido de nitrógeno. Durante el mantenimiento 

del equilibrio, los radicales libres desempeñan funciones importantes en el 

organismo: protegen a las células contra agentes infecciosos y extraños, sirven 

como mediadores secundarios en la regulación de la actividad del sistema 

cardiovascular, están involucrados en procesos tales como el mantenimiento de 

nivel intracelular de calcio, la fosforilación/desfosforilación de proteínas y la 

activación de factores de transcripción. El óxido nítrico posee propiedades tanto 

pro-oxidantes como antioxidantes. Por lo tanto, es capaz de estimular la 

peroxidación de los lípidos y mediar reacciones de antioxidantes en las 

membranas celulares al mismo tiempo. ON es capaz de unirse con los radicales 

peroxilo, interrumpiendo el circuito del proceso oxidativo. Sin embargo, el óxido 

nítrico libre se puede unir con el superóxido, formando peroxinitrito altamente 

tóxico. El desequilibrio de antioxidantes y radicales libres conduce a un daño de 

las estructuras celulares: proteínas, lípidos, ADN (Terpolilli et al., 2012). ON está 

implicado en la peroxidación y el estrés oxidativo reactivo (Atochin et al., 

2015)(Nasyrova et al., 2015).  
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Figura 3. Equilibrio entre mediadores de estrés oxidativo/inflamación y antioxidantes/mediadores antiinflamatorios. En 

un organismo saludable, mediadores del estrés oxidativo y la inflamación están en equilibrio con el antagonista 

desintoxicante y moléculas anti-inflamatorias. Durante la enfermedad este equilibrio se desplaza hacia el estrés oxidativo 

y el sitio pro-inflamatorio, lo que lleva al daño de proteínas y ADN, inflamación, y finalmente la muerte celular(Fischer and 

Maier, 2015a). 

 

El estrés oxidativo debido a la producción y liberación de ROS después de la lesión 

mitocondrial y la disfunción excesiva se ha propuesto como un mecanismo 

patológico general de todas las principales enfermedades neurodegenerativas 

crónicas incluyendo   Alzheimer , Parkinson y esclerosis múltiple, enfermedades 

inflamatorias predominantes relacionadas con el sistema nervioso 

central(Fischer and Maier, 2015b).  

 

 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
EFECTO DE LA MELATONINA, LEPTINA Y ÁCIDOS GRASOS: DOCOSAHEXAENOICO, EICOSAPENTAENOICO Y PALMÍTICO, 
EN LA MODULACIÓN DE LA INFLAMACIÓN EN CÉLULAS DE GLÍA 
Nohora Milena Martínez López 
 



 Capítulo 1. Introducción  

- 22 - 

 

 Neurodegeneración, neuroinflamación y enfermedades 

neurodegenerativas 

La búsqueda de una definición precisa de la neurodegeneración es mucho más ardua 

de lo que cabría imaginar. Etimológicamente, la palabra se compone del prefijo 

“neuro” que designa las células nerviosas (es decir, neuronas), y “degeneración”, que 

se refiere a, en el caso de tejidos u órganos, un proceso de pérdida de estructura o 

función. Por lo tanto, en el sentido estricto de la palabra, la neurodegeneración 

corresponde a cualquier condición patológica que afecta principalmente a las 

neuronas. En la práctica, las enfermedades neurodegenerativas representan un gran 

grupo de trastornos neurológicos con expresiones clínicas y patológicas 

heterogéneas que afectan a subconjuntos de neuronas en los sistemas anatómicos 

funcionales específicos; surge por razones desconocidas y  progresa de una manera 

implacable (Przedborski et al., 2003).  

La neurodegeneración es un fenómeno que ocurre en el sistema nervioso central a 

través de diferentes mecanismos que se asocian con la pérdida de estructura y 

función neuronal (Chen et al., 2016a), con una reducción de la supervivencia 

neuronal y el aumento de la muerte neuronal en el SNC (Ransohoff, 2016a),  dando 

como resultado alteraciones funcionales y mentales en el individuo.  Todavía no se 

sabe por qué las neuronas del sistema nervioso central no se regeneran después de 

los daños. Actualmente, no hay agentes terapéuticos que puedan inducir la 

regeneración neuronal en las regiones dañadas o afectadas en el cerebro (Kempuraj 

et al., 2016). Aunque las causas asociadas con la degeneración neuronal siguen 

siendo poco conocidas, la incidencia de la neurodegeneración aumenta con la edad, 

en la vida adulta a mediados y finales. Este fenómeno que afecta principalmente a las 

personas mayores, se produce en enfermedades neurodegenerativas tales como la 

enfermedad de Alzheimer , esclerosis múltiple, enfermedad de Parkinson, esclerosis 

lateral amiotrófica (Chen et al., 2016a), entre otras. 
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Estudios recientes han demostrado un fuerte vínculo entre la inflamación crónica y 

la neurodegeneración (Figura 4.). Se ha descrito la activación de procesos 

inflamatorios en diferentes enfermedades neurodegenerativas como: la enfermedad 

de Alzheimer, que se caracteriza por la muerte de las células en el hipocampo y la 

corteza frontal secundaria a la inflamación crónica; la enfermedad de Parkinson en 

donde la inflamación crónica conduce a la pérdida de receptores dopaminérgicos en 

la sustancia negra; la esclerosis lateral amiotrófica que es otra condición inflamatoria 

en la que las neuronas motoras son finalmente destruidas; la esclerosis múltiple que 

es un trastorno autoinmune en el que las células inflamatorias atacan la vaina de 

mielina.(Delegge and Smoke, 2016). Aunque la activación de un evento inflamatorio 

agudo es un mecanismo necesario de autodefensa del sistema nervioso central (SNC) 

contra antígenos extraños, la activación prolongada de la respuesta inflamatoria 

puede conducir a inflamación crónica y muerte celular (Campbell, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Breve esquema de la neuroinflamación. Esquema de la desmielinización mediada por células del SNC y 

neurodegeneración. Lesión del SNC, por ejemplo, durante la infección o daño neuronal, se activan los astrocitos y 

microglía. Esto induce la secreción de ROS, RNS, y citoquinas proinflamatorias y quimiocinas. Estos factores pueden promover 

la desmielinización y daño axonal, conduciendo finalmente a la neurodegeneración (Fischer and Maier, n.d.) 

CNS injury 
Infection or neuronal damage 
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La neurodegeneración es modulada por mediadores inflamatorios y neurotóxicos 

tales como interleucina-1 beta (IL-1β), IL-6, IL-8, IL-33, factor de necrosis tumoral 

alfa (TNF-α), quimiocinas (CCL2, CCL5), metaloproteinasas (MMPs), factor 

estimulante de colonias de  granulocitos y macrófagos (GM-CSF), factor de 

maduración de la glía (GMF), sustancia P, especies reactivas de oxígeno (ROS), 

especies reactivas de nitrógeno (RNS), CD40, CD40L, CD88, elevación de Caᶧ 

intracelular, la activación de las proteínas quinasas activadas por mitógenos 

(MAPKs) y factor nuclear kappa-B (NF-kB), entre otros. Microglía, astrocitos, 

neuronas, células T activadas y mastocitos liberan estos mediadores inflamatorios y 

modulan la neuroinflamación y la neurodegeneración. Además, las células inmunes 

e inflamatorias y mediadores inflamatorios de la periferia cruzan la defectuosa 

barrera hematoencefálica (BHE) aumentando aún más la neuroinflamación. 

 

Factores tales como el proceso normal de envejecimiento, demencia, depresión, 

trauma, tumores, lesiones cerebrales, hipertensión, diabetes, obesidad, infecciones 

locales y sistémicas, factores ambientales, toxinas y las drogas pueden iniciar la 

neuroinflamación en el SNC mediante la activación de la microglía, astrocitos y 

neuronas en el cerebro. Estos factores también activan células inmunes e 

inflamatorias tales como células T y mastocitos. La activación de las células gliales y 

células inflamatorias liberan muchos mediadores proinflamatorios y neurotóxicos y 

también aumentan la expresión de proteínas receptoras relacionadas con la 

inflamación en las células cerebrales. Estos mediadores inflamatorios y expresiones 

de proteínas aumentan aún más la neuroinflamación y la neurodegeneración de una 

manera viciosa causando enfermedades neurodegenerativas progresivas (Figura 5). 
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Figura 5.  Diagrama esquemático que muestra la neurodegeneración mediada por la neuroinflamación en el cerebro.   MC= 

mastocitos, PAR-2 = proteinasa activadas, Tc = células T, UCPs = receptor de proteínas desacoplantes mitocondriales-2 

(Kempuraj et al., 2016) 

La neuroinflamación y la disfunción mitocondrial son características comunes de las 

enfermedades neurodegenerativas crónicas del sistema nervioso central. Ambas 

condiciones pueden conducir a un aumento del estrés oxidativo por liberación 

excesiva de especies reactivas de oxígeno y nitrógeno (ROS y RNS) que pueden ser 

nocivas, promover un mayor daño neuronal y la posterior inflamación resultante en 

un bucle que se autoalimenta y conduce a la neurodegeneración (Fischer and Maier, 

2015a). 
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5.1. Inflamación en la Enfermedad de Alzheimer 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.  Componentes inflamatorios en la enfermedad de Alzheimer (Glass et al., 2010). 

 

El péptido amiloide-β, producido por la escisión de la proteína precursora amiloide 

(APP), forma agregados que activan la microglía, en parte  mediante la señalización 

a través de receptores de tipo Toll (TLRs) y RAGE. Estos receptores activan los 

factores de transcripción NF-kB y AP-1, que a su vez inducen la producción de 

especies reactivas de oxígeno (ROS) y conducen a la expresión de mediadores 

inflamatorios tales como citoquinas. Estos factores inflamatorios actúan 

directamente sobre las neuronas colinérgicas y también estimulan los astrocitos, que 

amplifican las señales proinflamatorias e inducen efectos neurotóxicos. La apoptosis 

y la necrosis de las neuronas dan lugar a la liberación de ATP, que activa la microglía 

a través del receptor P2X7 purinérgico. La microglía también puede desempeñar un 

papel protector mediando la eliminación de Aß a través de mecanismos 

dependientes de la ApoE y ApoE-independientes. Las neuronas colinérgicas en el 

cerebro anterior basal, las neuronas que se ven afectados principalmente en 

enfermedad de Alzheimer, se supone que son objetivos importantes de la toxicidad 
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inducida por la inflamación, pero otros tipos de neuronas, tales como 

glutaminérgicas y neuronas GABAérgicas, también pueden verse afectadas (Glass et 

al., 2010). 

 

5.2. Inflamación en la enfermedad de Parkinson 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Componentes inflamatorios en la enfermedad de Parkinson (Glass et al., 2010). 

 

Las características neuropatológicas más destacadas de la enfermedad de Parkinson 

son la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra del mesencéfalo y 

la presencia de inclusiones intracelulares que contienen agregados de la proteína α-

sinucleína, llamados cuerpos de Lewy. Además de formar cuerpos de Lewy, los 

agregados de α-sinucleína forman oligómeros de estado intermedio que cuando se 

liberan de las neuronas activan la microglía a través de mecanismos independientes 

del receptor Toll-like (TLR). Esto conduce a la activación de NF-κB y la producción 

de especies reactivas de oxígeno (ROS) y mediadores proinflamatorios. Estos 
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factores actúan directamente sobre las neuronas dopaminérgicas de la sustancia 

negra, que son las neuronas principales (aunque no las únicas) que mueren en la 

Enfermedad de Parkinson. Estos factores también activan la microglía, que amplifica 

la respuesta inflamatoria en un bucle de retroalimentación positiva, lo que conduce 

a la activación adicional de la microglía. Los productos derivados de microglía y 

astrocitos actúan de una manera combinada para promover neurotoxicidad. El 

lipopolisacárido bacteriano (LPS), que actúa principalmente a través de TLR4 

expresado por microglía, es suficiente para inducir una respuesta inflamatoria en la 

sustancia negra que resulta en la pérdida de neuronas dopaminérgicas. El factor de 

transcripción NURR1 actúa para suprimir las respuestas inflamatorias en microglía 

y astrocitos mediante la inhibición de genes diana de NF-κ B (Glass et al., 2010). 

 

5.3. Inflamación en la esclerosis lateral amiotrófica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8.  Componentes inflamatorios en la esclerosis lateral amiotrófica (Glass et al., 2010). 
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La patología de la esclerosis lateral amiotrófica (ELA) se caracteriza por la 

degeneración de las neuronas motoras. La esclerosis lateral amiotrófica familiar es 

causada por mutaciones en el gen SOD1, pero los genes mutados en la ELA 

esporádica aún no están definidos. La neurodegeneración progresiva de las 

neuronas motoras en ELA puede resultar de una combinación de vulnerabilidad 

intrínseca de neuronas motoras a agregados de proteína SOD1 mutante y toxicidad 

autónoma no celular ejercida por células vecinas. Los agregados tóxicos pueden 

inducir respuestas inflamatorias por microglía a través del receptor Toll-like 2 

(TLR2) y CD14.  

La microglía puede inducir la activación de astrocitos mediante la producción de 

citoquinas.  La microglía y astrocitos activados amplifican el daño inicial a las 

neuronas motoras mediante la activación de AP-1 y NFκB mediante la producción de 

citoquinas proinflamatorias y moléculas activadoras de apoptosis tales como TNF-α 

y FASL. TNF-α e IL-1β ejercen efectos neurotóxicos in vitro, pero la deleción de los 

genes individuales no afecta el curso de la enfermedad en un modelo animal. Las 

neuronas motoras moribundas liberan ATP que puede activar la microglía a través 

del receptor purinérgico P2X7 expresado por microglía (Glass et al., 2010). 
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5.4. Inflamación en la esclerosis múltiple. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Componentes inflamatorios en la esclerosis múltiple (Glass et al., 2010). 

La infección por bacterias o virus u otros estímulos ambientales desencadenan la 

activación de microglía y astrocitos en la esclerosis múltiple (EM), dando lugar a la 

producción de citoquinas proinflamatorias mediante la activación de los factores de 

transcripción NF-κB y AP-1. Las células T vírgenes reconocen el antígeno derivado 

de la mielina presentado en el contexto de las moléculas de MHC por las células 

presentadoras de antígeno. En presencia de IL-6 y TGF-β, se induce a las células T 

vírgenes a expresar el receptor huérfano relacionado con el receptor de ácido 

retinóico γt (RORγt) y se diferencian en células Th17. La microglía activada y los 

astrocitos secretan IL-23 y osteopontina, que inducen a las células Th17 a secretar 

IL-17 y TNF-α, resultando en daño a la vaina de mielina que protege los axones 

nerviosos. Los astrocitos activados producen BAFF, un factor de supervivencia para 

las células B autorreactivas, que se diferencian en células plasmáticas y producen 

anticuerpos anti-mielina. La microglía y astrocitos activados son también fuentes de 

especies reactivas de oxígeno (ROS) y óxido nítrico (ON), que contribuyen a la 

destrucción de la vaina de mielina y de las propias neuronas. Las células T 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
EFECTO DE LA MELATONINA, LEPTINA Y ÁCIDOS GRASOS: DOCOSAHEXAENOICO, EICOSAPENTAENOICO Y PALMÍTICO, 
EN LA MODULACIÓN DE LA INFLAMACIÓN EN CÉLULAS DE GLÍA 
Nohora Milena Martínez López 
 



 Capítulo 1. Introducción  

- 31 - 

 

reguladoras (Treg) que expresan Foxp3 suprimen la actividad de las células Th17 y 

así ayudan a suprimir la inflamación (Glass et al., 2010). 

 

 Ácidos Grasos 

 

Un ácido graso es una biomolécula de naturaleza lipídica formada por una cadena 

hidrocarbonada, de diferente longitud o número de átomos de carbono, en cuyo 

extremo hay un grupo carboxilo. En general se puede formular un ácido graso 

genérico como: R-COOH, donde “R” es la cadena hidrocarbonada que identifica el 

ácido en particular. 

Los ácidos grasos forman parte de los fosfolípidos y glucolípidos, moléculas que 

constituyen la bicapa lipídica de todas las membranas celulares. En el ser humano, la 

mayoría de los ácidos grasos se encuentran en forma de triglicéridos, que se 

almacenan en el tejido adiposo. 

Los ácidos grasos raras veces aparecen de forma libre en la naturaleza y casi siempre 

están unidos a otras moléculas por su grupo hidrófilo de la cabeza de ácido 

carboxílico. Los ácidos grasos aparecen principalmente como cadenas 

hidrocarbonadas no ramificadas con un número par de átomos de carbono y se 

clasifican según el número de átomos de carbono, el número de dobles enlaces y la 

posición de los dobles enlaces en la cadena. 

 

6.1. Clasificación de los ácidos grasos. 

 

Los ácidos grasos de la dieta más comunes se subdividen en tres grupos según el 

grado de insaturación: los ácidos grasos saturados (AGS) no poseen dobles enlaces, 
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los ácidos grasos monoinsaturados (AGMI) poseen un doble enlace y los ácidos 

grasos poliinsaturados (AGPI) poseen dos o más dobles enlaces. 

Tanto la longitud de la cadena carbonada como la presencia y localización de las 

insaturaciones caracterizan las propiedades físicas de los AG, como su punto de 

fusión y su fluidez. Estas propiedades son muy importantes para la fisiología del 

organismo. Desde un punto de vista bioquímico, la posición de los dobles enlaces 

respecto al final de la cadena es muy importante por tratarse de una estructura 

muy conservada en las rutas metabólicas.  

Los seres humanos almacenan la grasa principalmente en forma de ácidos grasos 

saturados: palmítico y esteárico. Las membranas celulares deben ser estables y 

flexibles y para conseguirlo los fosfolípidos de la membrana contienen un AGS y un 

ácido graso muy poliinsaturado. 

 

6.1.1. Ácidos grasos saturados 

 

En un ácido graso saturado (AGS), todos los puntos de unión de los átomos de 

carbono no unidos a otro átomo de carbono están unidos a hidrógeno y, por tanto, 

están saturados. No hay dobles enlaces entre los átomos de carbono y se clasifican 

en cuatro subgrupos según la longitud de su cadena: corta, media, larga o muy larga.  

 

• Ácidos grasos de cadena corta: de 3 a 7 átomos de carbono. 

• Ácidos grasos de cadena media: de 8 a 13 átomos de carbono.  

• Ácidos grasos de cadena larga: de 14 a 20 átomos de carbono. 

• Ácidos grasos de cadena muy larga: con 21 o más átomos de carbono. 
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En la Tabla 1. Se muestran algunos de los AGS más comunes en la dieta, los cuales 

proceden principalmente de grasas animales y lácteas. También se han observado 

niveles considerables de AGS en algunos aceites tropicales, especialmente en los 

aceites de palma y de coco. 

 

Tabla 1.  Ácidos grasos saturados comunes en grasas y aceites de la dieta. 

Nombre común Nombre sistemático  Abreviatura Fuentes principales  

Butírico butanoico C4:0 Grasa láctea 
Caproico hexanoico C6:0 Grasa láctea 
Caprílico octanoico C8:0 Grasa láctea, aceites de coco y de palma. 
Cáprico decanoico C10:0 Grasa láctea, aceites de coco y de palma. 
Láurico dodecanoico C12:0 Aceite de coco, aceite de palma. 
Mirístico tetradecanoico C14:0 Grasa láctea, aceite de coco, aceite de palma. 
Palmítico hexadecanoico C16:0 La mayoría de grasas y aceites. 
Esteárico octadecanoico C18:0 La mayoría de grasas y aceites. 
Araquídico eicosanoico C20:0 Aceite de cacahuete. 
Behénico docosanoico C22:0 Aceite de cacahuete. 
Lignocérico tetracosanoico C24:0 Aceite de cacahuete.  

 

 

6.1.2. Ácidos grasos insaturados 

Estos ácidos también se clasifican en tres subgrupos según la longitud de su cadena: 

corta, larga o muy larga:  

• Ácidos grasos insaturados de cadena corta: con 19 o menos átomos de carbono. 

• Ácidos grasos insaturados de cadena larga: de 20 a 24 átomos de carbono. 

• Ácidos grasos insaturados de cadena muy larga: con 25 o más átomos de 

carbono. 
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6.1.2.1. Acidos grasos monoinsaturados (AGMI)  

 

Un ácido graso monoinsaturado (AGMI) contiene un doble enlace en su estructura. 

En la naturaleza existen más de un centenar de AGMI, pero la mayoría son 

componentes poco comunes. El ácido oleico (OA) es el AGMI más común y está 

presente en cantidades considerables en fuentes tanto de origen animal como 

vegetal. En la Tabla 2 se muestran los AGMI más comunes en la dieta.  

Tabla 2.  Algunos ácidos grasos monoinsaturados en grasas y aceites 

Nombre común Nombre sistemático Abreviatura delta Fuentes principales  

Palmitoleico cis-9-hexadecénoico 16:1Δ9c (9c-16:1) Aceites de origen marino, aceite 
de macadamia, la mayoría de 
aceites animales y vegetales. 

Oleico cis-9-octadecenoico 18:1Δ9c (9c-18:1) (OA)          Todos los aceites y grasas, 
especialmente 

aceite de oliva, el aceite de 
canola, los aceites de girasol y 
cártamo ricos en ácido oleico.  

cis-Vaccénico cis-11-octadecenoico 18:1Δ11c (11c-18:1)               La mayoría de aceites vegetales. 
Gadoleico cis-9-eicosenoico 20:1Δ9c (9c-20:1)                    Aceites de  origen marino 

 cis-11-eicosenoico 20:1Δ11c (11c-20:1)               Aceites de origen marino 

Erúcico cis-13-docosenoico 22:1Δ13c (13c-22:1)               Aceite de semilla de mostaza, 
aceite de colza rico en ácido 
erúcico. 

Nervónico cis-15-tetracosenoico 24:1Δ15c (15c-24:1)               Aceites de origen marino 

 

6.1.2.2. Ácidos grasos poliinsaturados (AGPI) 

 

Los ácidos grasos poliinsaturados contienen dos o más dobles enlaces. Los AGPI 

naturales, con dobles enlaces separados por un metileno y de configuración cis 

pueden dividirse en 12 familias diferentes: pueden comprender entre dobles 

enlaces situados en la posición n-1 hasta la n-12 (Gunstone, 1999). Las familias más 
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importantes, por lo que se refiere al grado de frecuencia y la salud y nutrición 

humana, son la n-6 y la n-3. En la Tabla 3 y 4 aparecen enumerados los miembros de 

estas familias. 

 

Tabla 3. AGPI n-6 importantes a nivel nutricional 

Nombre común Nombre sistemático Abreviatura omega           Fuentes principales 
componente en cantidad  
mínima de tejidos animales 

Ácido linoleico ácido cis-9,cis-12 
-octadecadienoico 

 18:2n-6 (LA)                          la mayoría de aceites vegetales 

Ácido γ-linolénico           ácido cis-6,cis-9,cis-12 
                        -octadecatrienoico                               

 18:3n-6 (GLA)       aceites de semillas de onagra, borraja y 
                                                grosella negra                              

Ácido dihomo-γ-             ácido cis-8,cis-11,cis-14 
linolénico       -eicosatrienoico  

20:3n-6 (DHGLA)                componente en cantidad mínima de 
tejidos animales 

Ácido araquidónico        ácido cis-5,cis-8,cis-11, cis-14-
eicosatetraenoico  

20:4n-6 (AA) grasas animales, hígado, lípidos del 
huevo, pescado  

Ácido  
docosatetraenico  

ácido cis-7,cis-10,cis-13, cis-16-
docosatetraenoico 

22:4n-6 componente en cantidad mínima de 
tejidos animales 

Ácido  
docosapentaenoico 

ácido cis-4,cis-7,cis-10, cis-13, 
cis-16-docosapentaenoico  

25:5n-6 (DPA) componente en cantidad mínima de 
tejidos animales 

 

Tabla 4. AGPI n-3 Importantes a nivel nutricional 

Nombre común                   Nombre sistemático Abreviatura omega             Fuentes principales 

    Ácido α-linolénico              ácido cis-9,cis-12-cis-15  
  -octadecatrienoico 

18:3n-3 (ALA) aceites de lino, perilla, canola y soja  

Ácido estearidónico             ácido cis-6,cis-9,cis-12,cis 
15- octadecatetraenoico 

18:4n-3 (SDA) aceites de pescado, aceite de soja 
modificado genéticamente, aceite de  
semilla de grosella negra y aceite de  
cáñamo 

Ácido  
eicosapentaenoico 

ácido cis-5, cis-8,cis-11,cis- 
14,cis-17-eicosapentaenoico 

20:5n-3 (EPA) pescado, especialmente el azul (salmón, 
arenque, anchoa, eperlano y caballa)  

Ácido  
docosapentaenoico 

ácido cis-7,cis-10,cis-13,  
cis-16, cis-19 
-docosapentaenoico 

22:5n-3 (n-3 DPA) pescado, especialmente el azul (salmón, 
arenque, anchoa, eperlano y caballa)  

Ácido docosahexaenoico ácido cis-4,cis-7,cis-10, 
cis-13,cis-16,cis-19 
 -docosahexaenoico 

22:6n-3 (DHA) pescado, especialmente el azul (salmón, 
arenque, anchoa, eperlano y caballa)  
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El ácido linoleico (LNA) es el ácido graso esencial primario o generador de la familia 

n-6. Posee 18 átomos de carbono y dos dobles enlaces. Además, el primer doble 

enlace se encuentra a 6 átomos de carbono del extremo metilo de la cadena de ácidos 

grasos, y este es el motivo de que se denomine n-6. El LNA puede ser desaturado y 

alargado en humanos para formar series de AGPI n-6.  

El ácido α-linolénico (ALA) es el ácido graso esencial primario o generador de la 

familia n-3. Cuenta igualmente con 18 átomos de carbono, pero posee tres dobles 

enlaces. A diferencia del LNA, el primer doble enlace del ALA se encuentra en el 

tercer átomo de carbono partiendo del extremo metilo de la cadena de ácidos grasos, 

y de ahí el nombre de n-3 (Figura 10). Al igual que el LNA, el ALA también puede ser 

desaturado y alargado para formar series de AGPI n-3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Modelo de la estructura molecular del ácido linoléico y el ácido linolénico(Barceló-Coblijn and Murphy, 2009). 

 

Solo las plantas (incluido el fitoplancton marino) pueden sintetizar ácidos grasos 

omega-6 y omega-3. Los animales, incluidos los seres humanos, solo pueden colocar 
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dobles enlaces en una situación tan baja como el carbono 9 y, por tanto, no pueden 

sintetizar ácidos grasos omega-6 y omega-3. Pero los seres humanos pueden 

desaturar y elongar el ácido linoleico (18:2 n-6) para obtener ácido araquidónico 

(20:4 n-6), y el ácido alfa-linolénico (ALA) (C18:3 omega-3) para obtener ácido 

eicosapentaenoico (EPA) (C20:5 omega-3) y ácido docosahexaenoico (DHA) (C22:6 

omega-3). Por consiguiente, tanto el ácido linoleico (LNA) (18:2 n-6) como el ALA 

(C18:3 w-3) son esenciales en la dieta. Un ácido graso esencial es cualquiera 

perteneciente a las familias de los ácidos grasos w-6 y w-3.  

Diferentes estudios, tanto in vitro como in vivo, han demostrado que estas dos 

familias de AGPI no sólo comparten para su síntesis las enzimas que desaturan y 

elongan, sino que también compiten por ellas (Barceló-Coblijn and Murphy, 2009). 

Así pues, el equilibrio se puede desplazar hacia un lado o hacia el otro en función de 

la ingesta de precursores, ácido linoleico (LNA) en el caso de los omega-6 y ALA en 

el caso de los omega -3. 

El ácido linoléico, el ácido araquidónico y el ácido docosaheanóico son  los ácidos 

grasos predominantes en los fosfolípidos celulares, por esta razón son tan 

importantes a nivel biológico debido a que determinan la fluidez de las membranas 

y, por tanto, el comportamiento de las enzimas y receptores de éstas (Jump, 2002). 

Ambos AG esenciales (LNA y ALA) se metabolizan a otros más insaturados a partir 

de una serie alternada de reacciones específicas llevadas a cabo por elongasas y 

desaturasas. Estas enzimas específicas están localizadas en el retículo 

endoplasmático y en los peroxisomas de las células. Las dos vías metabólicas (Figura 

11), la de los AGPI n-3 y la de los AGPI n-6, utilizan los mismos complejos 

enzimáticos para sus transformaciones; es por esto que existe una competencia 

entre ellos por las enzimas específicas en cada reacción. La enzima ∆6-desaturasa 

posee mayor afinidad por los AGPI n-3 que por los AGPI n-6. Esta enzima se 
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reconoce como la limitante de estas reacciones y algunas evidencias señalan que su 

actividad decrece con la edad (Rueda et al., 2011). 

La mayor afinidad de la enzima ∆6-desaturasa por los AGPI n-3 hace que se 

requieran cantidades mucho mayores de éstos para mantener una velocidad de 

síntesis adecuada a los requerimientos del organismo.   

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura11. Visión general de la elongación y desaturación de los ácidos grasos n -6 y n -3 (Valenzuela B et al., 

2011). 

 

El LNA y el ALA se encuentran en todas las grasas de la dieta y presentan mayores 

proporciones en la mayoría de los aceites vegetales (White, 2007). El ALA se 

encuentra sobre todo en las plantas y presenta mayores concentraciones en algunas 

semillas y frutos secos y en algunos aceites vegetales. El ácido araquidónico (AA) es 

el AGPI n-6 más importante de todos los ácidos grasos n-6 porque es el precursor 

principal de los eicosanoides derivados de la familia n-6. El AA se encuentra en 

menor cantidad en carnes, huevos, pescado, algas y otras plantas acuáticas (Wood 

et al., 2008) (Ackman, 2008).  

El ácido eicosapentaenoico (EPA) y el ácido docosahexaenoico (DHA) son los ácidos 

grasos n-3 más importantes de la nutrición humana. El EPA y el DHA son 
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componentes de los lípidos marinos. De hecho, la caballa, el salmón, la sardina, el 

arenque y el eperlano son fuentes muy ricas en EPA y DHA (Ackman, 2008). Los 

aceites de pescado que contienen un 60 % de EPA y DHA se venden como fuentes de 

estos importantes ácidos grasos n-3.  

En esta tesis nos centraremos en el efecto anti o pro-inflamatorio de un ácido 

saturado: ácido palmítico (AP) y dos ácidos grasos poliinsaturados: ácido 

eicosapentaenoico (EPA) y ácido docosahexaenoico (DHA). 

 

6.2. Ácidos grasos, inflamación y enfermedades neurodegenerativas. 

 

6.2.1. Acido palmítico 

El ácido palmítico o ácido hexadecanoico, es un ácido graso saturado de cadena 

larga, formado por dieciséis átomos de carbono. Su fórmula química 

es CH3(CH2)14COOH. 

 

 

 

 

Figura 12. Estructura del ácido palmítico. 

 

El ácido palmítico es el principal ácido graso saturado de la dieta, constituyendo 

aproximadamente un 60% de los mismos. Es el más abundante en las carnes (detrás 

del ácido oléico, que es monoinsaturado), grasas lácteas (mantequilla, queso y nata) 

y en los aceites vegetales como el aceite de coco y el aceite de palma. 
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El ácido palmítico puede ser proporcionado en la dieta o sintetizado endógenamente 

a partir de otros ácidos grasos, hidratos de carbono y algunos aminoácidos. Aunque 

a menudo se considera como un componente de triglicéridos del tejido adiposo, el 

ácido palmítico es también abundante en lípidos de membrana (Innis, 2016). A 

pesar de que a menudo se considera que tiene efectos adversos sobre las 

enfermedades crónicas en adultos, el ácido palmítico es un componente esencial de 

las membranas celulares, lípidos secretores y de transporte, con papeles cruciales 

en palmitoilación de proteínas y moléculas de señal palmitoilada (Agostoni et al., 

2016). 

Diversos estudios han demostrado que el ácido palmítico está relacionado con la 

inflamación en diferentes órganos, incluido el cerebro (Gupta et al., 2012a) (Wu et 

al., 2014) (Wang et al., 2014)(Wong et al., 2014) (Cayla M. Duffy et al., 2015)(Dumas 

et al., 2016).  Induce moléculas inflamatorias, tales como el factor de necrosis 

tumoral (TNF- α), interleuquina (IL) -1β, IL-6, proteína quimiotáctica de monocitos-

1 (MCP-1), genera la formación de especies reactivas de oxígeno y el factor inhibidor 

de macrófagos a través del receptor 4 similar a toll ( TLR4), y regula la inflamación 

de diversos órganos a través del reclutamiento de macrófagos. Al parecer el ácido 

palmítico también está relacionado con la activación de la inflamación a través de la 

vía AMPK-ROS (Tashiro et al., 2017) .  

Específicamente en el cerebro se ha demostrado que el ácido palmítico puede 

desencadenar la inflamación en macrófagos cultivados (Laine et al., 2007a), y 

modular el procesamiento de amiloide en las neuronas y astrocitos (Patil and Chan, 

2005a)(Patil et al., 2006a).  

Algunos estudios han demostrado  que la exposición a ácido palmítico aumenta la 

expresión de  citoquinas pro-inflamatorias IL-6, TNF-α, y óxido nítrico sintasa 

inducible (iNOS) , óxido nítrico y especies reactiva de oxígeno en células microglíales 

(Martins de Lima-Salgado et al., 2011)  (Cayla M Duffy et al., 2015a).  
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El ácido palmítico estimula la vía TLR4 y activa la fosforilación y translocación 

nuclear de la subunidad p65 de NF-kB para desencadenar la producción de 

mediadores pro-inflamatorios que pueden contribuir a la muerte neuronal. (Wang 

et al., 2012a)(Cayla M. Duffy et al., 2017).  

Dosis altas de ácido palmítico (400 M) disminuyen significativamente la conversión 

de MTT a formazán, lo que sugiere que esta dosis de ácido palmítico induce algún 

grado de disfunción mitocondrial o citotoxicidad en astrocitos. También se ha 

observado que el ácido palmítico aumenta la fosforilación de p38 y p42 / p44 MAPK 

en cultivo de astrocitos (Gupta et al., 2012a) .  

En general, en diversos estudios se ha observado que la ingesta moderada o elevada 

de grasas saturadas como el ácido palmítico incrementa el riesgo de padecer 

enfermedades neurodegenerativas (Morris and Tangney, 2014). Una dieta rica en 

ácido graso puede provocar resistencia a la insulina, obesidad, inflamación, pérdida 

de memoria (Petrov et al., 2015c), conduciendo al desarrollo de estas patologías por 

diversos mecanismos como la aterosclerosis, el estrés oxidativo o la inflamación, 

además de existir evidencia de que al parecer los ácidos grasos saturados ingeridos 

durante la juventud o la mediana edad se asocian con una peor función cognitiva 

global, alteraciones en la memoria prospectiva y una mayor vulnerabilidad a los 

déficits relacionados con la edad y las enfermedades neurodegenerativas(Eskelinen 

et al., 2008)(Solfrizzi et al., 2011)(Tolppanen et al., 2014). 

 

6.2.2. Ácidos grasos omega 3: ácido docosahexaenoico y ácido 

eicosapentaenoico  

 

El ácido docosahexaenoico y el ácido eicosapentaenoico son ácidos grasos esenciales 

poliinsaturados de la seria omega 3.  El DHA contiene 22 átomos de carbono y 6 
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insaturaciones o dobles enlaces (C22:6n- 3) y el EPA contiene 20 átomos de carbono 

y cinco instauraciones o dobles enlaces (C20:5n-3). 

 

 

 

 

 

Figura13.  Estructura química del ácido docosahexaenoico DHA. 

 

 

 

 

Figura 14. Estructura química del ácido eicosapentaenoico EPA. 

 

El DHA y el EPA se pueden obtener mediante la ingesta alimentaria o la conversión 

endógena de los precursores LNA y ALA, los cuales requieren las mismas enzimas 

de conversión (Janssen and Kiliaan, 2014).  La ruta biosintética de los seres humanos 

no parece proporcionar un nivel suficiente de ALA para que éste sustituya al EPA y 

al DHA de la dieta. Sólo se alcanzan grandes niveles de EPA y DHA en la sangre u 

otras células cuando éstos son incorporados como tales en la dieta.  

Las principales fuentes alimentarias de AGPI omega-3 son el pescado azul y el 

marisco. En estos productos, los AGPI omega-3 se encuentran de manera natural y 

las mejores fuentes son el salmón, sardinas, atún, arenque y trucha. Actualmente 

existe una gran cantidad de alimentos enriquecidos con EPA y / o DHA de cualquiera 

de las fuentes marinas o algas llamados “alimentos funcionales”: los ejemplos 

incluyen leches de soja y jugos, aceites de cocina, pastas para untar, productos de 
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aperitivo e incluso palitos de pescado, en donde el enriquecimiento se encuentra en 

el empanado. La disponibilidad de alimentos funcionales varía según la región 

(Mataix Verdu et al., 2009)(Vannice et al., 2014). 

A diferencia del resto de grasas alimentarias, los AGPI incorporados mediante la 

dieta no suelen consumirse de manera oxidativa para la producción de energía, sino 

que su destino preferente es la incorporación en las membranas celulares, 

condicionando el papel fisiológico y funcional de ésta en lo que se refiere a la función 

de reconocimiento celular, transmisión de señales, transporte de nutrientes y 

metabolitos y diversas actividades enzimáticas. Estas funciones son debidas en gran 

parte a la modificación de la fluidez de la membrana. 

La fluidez de membrana se refiere a la capacidad de movimiento molecular de la 

membrana, y es una característica propia de la membrana celular que está 

totalmente condicionada por su composición en ácidos grasos. Dependiendo de la 

estructura química de los ácidos grasos, estos ácidos ocupan más o menos espacio 

dentro de la bicapa. Así los AG de tipo saturado se disponen de una manera muy 

empaquetada con muy poco movimiento, mientras que los AGPI ocupan más espacio 

y son más móviles, aumentando así la fluidez de la membrana. Cuando se ingiere 

EPA y DHA, estos ácidos grasos reemplazan a los ácidos grasos omega 6, 

especialmente el AA, en las membranas celulares.  

La mayoría de respuestas inflamatorias normales, siguen un proceso que puede 

dividirse en tres fases: 1) iniciación, 2) escalado y mantenimiento y 3) resolución. 

Algunos mediadores químicos normales son responsables de llevar a cabo estas tres 

fases. Mientras algunos mediadores químicos inician y mantienen la respuesta 

inflamatoria (leucotrienos, factor activador de plaquetas (PAF), citoquinas), otros 

deberían revertir y resolver dicha respuesta (resolvinas, docosatrienos y lipoxinas). 

Cuando esta respuesta inflamatoria está alterada y no se produce la resolución de 
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las misma (como es el caso de las enfermedades inflamatorias), la inflamación 

seguirá indefinidamente convirtiéndose en un proceso crónico. 

Los Eicosanoides son mediadores bioactivos y precursores de las prostaglandinas, 

tromboxanos y leucotrienos. Se consideran sustancias similares a las hormonas, ya 

que se producen cuando se estimulan, son utilizados y metabolizados rápidamente, 

y no se almacena en las células. Las prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos 

están implicados con una gran cantidad de actividades fisiológicas y homeostáticas, 

incluyendo la modulación de la inflamación, la agregación plaquetaria, el 

crecimiento celular y la proliferación, contracción del músculo liso, la 

vasoconstricción y la vasodilatación.  Los eicosanoides (prostaglandinas y 

leucotrienos) derivados del metabolismo del AA, poseen características pro-

inflamatorias mientras que los derivados de ácidos grasos poliinsaturados cadena 

larga omega-3 (n-3) disminuyen la producción de los mediadores proinflamatorios 

(Rueda et al., 2011).  

Los metabolitos oxigenados derivados del EPA y del DHA, es decir, las ‘resolvinas’ o 

‘docosatrienos’, juegan un papel significativo ya que poseen una potente actividad 

antiinflamatoria e inmunoreguladora a concentraciones del rango nanomolar y 

picomolar. Los compuestos derivados de EPA son designados resolvinas de la serie 

E, mientras que los que provienen del DHA como precursor, se denominan 

resolvinas, docosatrienos o protectinas ('neuroprotectinas') de la serie D (Serhan et 

al., 2002)(Serhan et al., 2004).  

Las lipoxinas y epi-lipoxinas derivados del AA y las resolvinas y docosatrienos, 

derivados de EPA y DHA, aparecen como miembros de los mediadores lipídicos 

endógenos, que se ponen en marcha en la fase de resolución de la respuesta 

inflamatoria. Las resolvinas y neuroprotectinas, derivados de EPA y DHA, 

respectivamente, son una nueva clase de moduladores que parecen tener actividad 

anti-inflamatoria y neuroprotectora.  
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Estudios han demostrado que el DHA y EPA ejercen efectos protectores, incluyendo 

actividad antiinflamatoria y anti-apoptótica, en diferente modelos experimentales, 

al parecer debido a que los ácidos grasos omega-3 compiten con el ácido 

araquidónico (AA), que es el principal representante de los  AGPI de la familia 

omega-6. AA es el precursor de las prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos, 

que tienen efectos proinflamatorios, mientras que los omega-3 son precursores 

protectinas y resolvinas que tienen efectos antiinflamatorios (Mori et al., 2017).   

EPA y DHA también están involucrados con la expresión génica, la actividad de 

citoquinas, la señalización celular y la modulación inmune. Las prostaglandinas 

producidas a partir de EPA funcionan como vasodilatadores y anti-agregadores.  

El DHA es un componente estructural de las membranas de glóbulos rojos y existe 

en concentraciones más altas en el tejido de retina, células neuronales, hígado y 

testículos (Vannice et al., 2014).  

En el cerebro el DHA es esencial en tejidos neuronales, especialmente en las 

membranas neuronales y sinápticas, oligodendrocitos, y también partículas 

subcelulares tales como la mielina y terminaciones nerviosas (Thomas et al., 2015). 

Aunque es el mayor representante de los omega-3 en el sistema nervioso, donde 

compone más del 30% de la cantidad total de fosfolípidos de las membranas 

neuronales y la retina (Niemoller and Bazan, 2010), no es solo un componente de la 

estructura de la membrana, sino que también es un modulador de procesos cruciales 

neuroquímicos, de expresión génica, de plasticidad sináptica, de formación de la 

memoria y de la concentración de calcio extracelular (Sergeeva et al., 

2005)(Crawford, 2006)(McNamara and Carlson, 2006)(Calder, 2009)(Grintal et al., 

2009). 

Las resolvinas y protectinas provenientes de los AGPI omega-3, a diferencia de las 

prostaglandinas y las lipoxinas provenientes de los AGPI omega-6, desactivan 
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algunos factores de transcripción, entre los que se encuentra NF-κΒ (del inglés 

Nuclear Factor Κβ). 

Cuando el NF-κΒ no se activa, se inhibe la expresión de múltiples genes que codifican 

proteínas relacionadas con la inflamación. La inhibición de este factor de 

transcripción se traduce en la disminución de algunas citoquinas proinflamatorias y 

moléculas de adhesión. 

Una de las vías que explica la inhibición del NF-κΒ es el hecho de que el DHA sea un 

ligando directo del receptor nuclear PPARγ (del inglés Preroxisome Proliferator-

Activated Receptor γ), el cual, al igual que las resolvinas y protectinas, inactiva NF-

κΒ(Calder, 2009) (Rueda et al., 2011). DHA y EPA son capaces de  suprimir la 

excesiva respuesta inflamatoria mediada a través de la vía TLR4/NFkB (Zhang et al., 

2015a)(Hwang et al., 2016). 

También se ha observado que la neuroprotección que proporcionan los ácidos 

grasos omega-3 (DHA y EPA) está asociada con reducciones de microglía activada y 

astrocitos en el cuerpo estriado, y la densidad de las neuronas iNOS-

Inmunorreactivas. La incorporación de estos ácidos grasos en las neuronas y células 

gliales puede conducir a una potente acción antioxidante, neuroprotectora, y efecto 

antiinflamatorio, lo cual  puede ser útil para prevenir o ralentizar la progresión de 

enfermedades neurodegenerativas (Mori et al., 2017). Los omega 3 (EPA y DHA 

aumentan Aß-degradación al afectar la enzima degradadora de insulina (IDE), la 

principal enzima beta-degradante secretada en el espacio extracelular de las células 

neuronales y microgliales. La identificación de los mecanismos moleculares reveló 

que EPA aumenta directamente la actividad enzimática de IDE y eleva la expresión 

de genes de IDE. DHA también estimula directamente la actividad de la enzima IDE 

y afecta la clasificación de IDE al aumentar la liberación del exosoma de IDE, que 

resulta en una mayor Aß-degradación en el medio extracelular (Grimm et al., 2016). 

Estudios han demostrado que  la regulación de la neuroprotectina D1 (sintetizado a 
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partir de DHA) promueve la regulación homeostática de la integridad de los circuitos 

neuronales (Bazan et al., 2013), es capaz de regular a la baja la señalización 

inflamatoria a través de la regulación de COX-2,  además de disminuir la ruta 

amiloidogénica (Zhao et al., 2011)(Veszelka et al., 2013a), lo que subraya el potencial 

de este mediador de lípidos para rescatar células del cerebro humano en las 

primeras etapas de las neurodegeneraciones. 

Aunque una comprensión detallada de los mecanismos implicados en el papel de 

omega-3 para la salud en el sistema nervioso central (SNC) todavía no se ha 

dilucidado, un papel tanto para la modulación inflamatoria y un impacto directo en 

la fluidez de membrana neuronal y la función del receptor, es aparente. Al menos 

parcialmente a través de estos mecanismos, los bajos niveles de ácidos grasos 

omega-3 se han asociado con trastornos relacionados con el SNC tales como la mala 

cognición, depresión, trastornos de ansiedad, un mal control de la ira, trastorno por 

déficit de atención con hiperactividad (ADHD) y la neurodegeneración (Grant and 

Guest, 2016).  

Los ácidos grasos omega 3 (n-3) son esenciales para un buen envejecimiento y 

aparecen como potenciadores cognitivos ideales para ser implementados en las 

intervenciones nutricionales para la promoción del envejecimiento saludable 

(Cutuli, 2017). 

En general, se observa que los ácidos grasos omega-3 tienen efectos anti-oxidantes, 

anti-inflamatorios, y efectos anti-apoptosis, lo que lleva a la protección de la neurona 

en el cerebro (Su, 2010). Sin embargo, se requiere más investigación para 

comprender a fondo las dianas moleculares y celulares sobre las cuales actúan los 

omega3 (n-3) en el sistema nervioso central. 
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 Melatonina 

 

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) se produce principalmente por la 

glándula pineal. Estudios previos han encontrado que la melatonina tiene una 

diversa actividad farmacológica, que incluyen desde la anti-oxidación, anti-

inflamación, hasta efectos anti-apoptóticos.  La presencia de receptores de 

melatonina en numerosos tejidos, y el descubrimiento de las propiedades 

antioxidantes y anti-inflamatorias la reclasifican, pasando de ser exclusivamente una 

hormona a la de una molécula de multitarea (Acuña-Castroviejo et al., 2014). 

Aunque la glándula pineal es la principal fuente de secreción de esta hormona, 

estudios la  han detectado en una variedad de tejidos y órganos, incluyendo el timo, 

el bazo, corazón, músculo esquelético, hígado, estómago, intestino, placenta, 

testículos, ovarios, corteza cerebral y cuerpo estriado  (Stefulj et al., 2001)(Sanchez-

Hidalgo et al., 2009). La síntesis de melatonina se produce en la glándula pineal y 

tejidos extra-pineales. En todos los tejidos, la melatonina es producida a partir de 

triptófano a través de la serotonina(Acuña-Castroviejo et al., 2014). 

La melatonina en el cerebro que se libera en los ventrículos cerebrales a partir tanto  

de la circulación sistémica, como de  la glándula pineal (Young et al., 1984)(REPPERT 

et al., 1979)(Skinner and Malpaux, 1999).  

El área del cerebro capaz de sintetizar melatonina aún no está claro. Al parecer las 

altas concentraciones de melatonina en la corteza cerebral y cerebelo sugieren que 

al menos estas áreas del cerebro son capaces de la producción de melatonina. 

Tampoco está claro qué tipo de célula es responsable de la producción de melatonina 

en el cerebro. La síntesis y la presencia de la melatonina en las neuronas y/o glía 

indican que la melatonina generada localmente puede ejercer funciones intra-, para-

, y auto-crinas en el cerebro, y posiblemente también regula la homeostasis neuronal 
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a través del control de la liberación de neurotransmisores y la neurogénesis (Acuña-

Castroviejo et al., 2014).  

La melatonina también regula el ritmo circadiano de algunas propiedades de la 

membrana neuronal, incluyendo la actividad de la bomba ATPasa. Adicionalmente, 

ejerce efectos anti-excitotoxicidad y de protección en el cerebro mediante la 

reducción de la actividad del glutamato y el aumento de GABA. Todos estos efectos 

reflejan la capacidad de la melatonina para proteger las membranas celulares 

neuronales de la hiperexcitabilidad.  

La melatonina modula la actividad eléctrica de las neuronas del SNC, actuando 

principalmente a través de receptores MT2/MT1.  Además, las propiedades anti-

inflamatorias y antioxidantes de la melatonina son importantes en la protección del 

daño a las neuronas durante la hipoxia, exposición a toxinas, etc (Esposito and 

Cuzzocrea, 2010)(Rosales-Corral et al., 2010)(Xiong et al., 2011)(Fu et al., 

2011)(Kilic et al., 2012), así como la reducción de deterioro del sistema nervioso 

central durante el envejecimiento y patologías relacionadas con la edad, por ejemplo, 

la enfermedad de Alzheimer, etc.(Cardinali et al., 2011)(Rosales-Corral et al., 2012). 

 

Las dosis terapéuticas de melatonina pueden ayudar no sólo en la reducción del daño 

cerebral, sino también en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas y 

neuropsiquiátricas mediante la reparación de tejido dañado y la promoción de las 

conexiones sinápticas. La melatonina promueve la neurogénesis cerebral endógena 

a través de receptores MT2 después de la lesión cerebral en ratones (Chern et al., 

2012), mantiene neurogénesis en el hipocampo y las funciones cognitivas después 

de la irradiación (Manda and Reiter, 2010). Neurogénesis inducida por melatonina 

también se ha detectado en el hipocampo de ratón (Crupi et al., 2011)(Ramirez-

Rodriguez et al., 2011), y el giro dentado (Rennie et al., 2009)(Yoo et al., 
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2012)[ 122 , 123 ]. La melatonina y su función en la neurogénesis es un nuevo campo 

de investigación con resultados prometedores. 

 

 Leptina 

 

La leptina, es un péptido de 167 amionoácidos, es una hormona pleiotrópica esencial 

liberada por el tejido adiposo blanco, que tiene efectos importantes en el sistema 

nervioso central. La circulación de los niveles de leptina señala principalmente al 

cerebro la cantidad de energía almacenada circulando a niveles proporcionales a la 

grasa corporal (Chan et al., 2003).  La hormona actúa como elemento señalizador 

liberado por el tejido adiposo blanco con capacidad para regular a nivel cerebral el 

control de la ingesta y la homeostasis energética. Los niveles plasmáticos de leptina 

están altamente relacionados con el volumen de grasa corporal, y sería la población 

femenina la que presentaría unos niveles más altos en cualquier de los diferentes 

grados de adiposidad corporal. 

El cerebro capta la leptina circulante a través del plexo coroideo, el cual la transfiere 

al medio extra celular del mismo. La amplia expresión del receptor de la leptina en 

el conjunto del tejido cerebral sugiere que esta molécula debe ejercer otras funciones 

menos conocidas. La leptina se transporta a través de la barrera hematoencefálica 

en el cerebro, donde se regula la ingesta de alimentos, la homeostasis de la glucosa, 

y el gasto energético principalmente a través de los circuitos hipotalámicos. Los 

receptores de leptina están ampliamente expresados en el sistema nervioso central, 

comparten rutas de señalización comunes a las del receptor de insulina y se sabe que 

ambos mecanismos pueden actuar sinérgicamente mediando la evolución de los 

procesos neurodegenerativos.  
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Más allá de sus funciones en el control de la ingesta a nivel hipotalámico, la leptina 

está implicada en el control de la supervivencia de las células neuronales (Morash et 

al., 1999). La leptina puede desempeñar un papel en la cognición superior, 

incluyendo la memoria y el estado de ánimo (Lu et al., 2006)(Ge et al., 

2013)(Johnston et al., 2011). Se ha demostrado que el tejido adiposo no es el único 

capaz de sintetizar leptina, y que ésta también es producida por el cerebro.  

La leptina también parece estar implicada en la organización y la maduración del 

sistema nervioso en el nivel molecular. Por ejemplo, la leptina estimula la 

proliferación neuroblastoma y previene la muerte apoptótica a través de la 

regulación de las enzimas apoptóticas, tales como la caspasa-10 y ligando inductor 

de apoptosis relacionado con TNF, críticos para el desarrollo cerebral (Russo et al., 

2004). La leptina también parece promover la diferenciación de las células gliales en 

el cerebro durante el desarrollo, ya que los ratones que carecen de leptina tienen un 

menor número de células gliales funcionales, más adelante en la vida adulta, causada 

por la falta de adecuada diferenciación durante el desarrollo (Udagawa et al., 

n.d.). Adicionalmente, en ratones ob/ob que carecen de leptina, la mielinización se 

ve perjudicada por estar menos presente y ser más delgada (Hashimoto et al., 

2013) . La leptina parece ser crítica para el crecimiento normal del cerebro, el 

desarrollo y la maduración. 

A pesar de que la leptina se ha estudiado ampliamente en el contexto del 

comportamiento, el hipotálamo y la alimentación, los receptores de leptina se 

encuentran en toda la corteza cerebral y los estudios más recientes han encontrado 

que la leptina tiene efectos sobre la cognición. Hay un gran número de receptores de 

leptina en el hipocampo (Shanley et al., 2002). De hecho, la leptina parece 

desempeñar un papel en la plasticidad sináptica de las neuronas del hipocampo, así 

como la potenciación a largo plazo y la depresión en estas neuronas, funciones que 
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son críticas para el aprendizaje y la memoria (Shanley et al., 2001)(Durakoglugil et 

al., 2005).  

Al parecer la leptina puede mediar compensaciones entre el sistema inmunológico y 

otros sistemas fisiológicos a través de sus acciones sobre las células inmunes y el 

cerebro.  Aunque la barrera hematoencefálica restringe el acceso de las células 

inmunes y mediadores de la sangre, la activación inmune innata puede ocurrir en 

todo el cerebro en respuesta a estímulos inflamatorios locales y sistémicos (Folch et 

al., 2015).  La leptina regula los componentes de la inmunidad innata y adaptativa, 

incluyendo linfocitos T y monocitos (Lam and Lu, 2007). Se sugiere que la 

leptina está implicada en la regulación de la respuesta inmune y la inflamación 

(Carlton et al., 2012) .  

 Además de las funciones canónicas descritas de la leptina en el control del 

metabolismo, esta hormona se ha implicado en el control de la supervivencia 

neuronal, la actividad de los astrocitos y la neuroprotección en regiones extra-

hipotalámica, en particular el hipocampo. Procesos inflamatorios crónicos son 

comunes en la obesidad, cáncer y enfermedades neurodegenerativas. . La 

inflamación crónica se sabe que causa resistencia a la leptina (Martin et al., 

2008)(Borges et al., 2015a).  Sin embargo, hasta el momento, existe una falta de 

información relativa a la evaluación del papel la leptina en el control de la actividad 

inflamatoria de las células gliales. 

 

 

 Proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK) 

 

Las proteínas quinasas activadas por mitógeno (MAPK) son una familia de 

serintreonin quinasas que deciden el destino de procesos celulares tan importantes 
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como el crecimiento celular, proliferación, muerte y diferenciación en respuesta a 

una serie de estímulos (Pearson et al., 2001). Entre los miembros de la familia MAPK, 

los mitógenos y factores de crecimiento frecuentemente activan la ruta ERK1/2, 

mientras que el estrés y procesos inflamatorios constituyen el principal 

desencadenante de la cascada de JNK y p38, algunas veces referidas como “proteínas 

quinasas activadas por estrés”. Por tanto, median respuestas a choques osmóticos, 

citoquinas inflamatorias y otras agresiones frecuentemente asociadas con decisiones 

de supervivencia y apoptosis (Nebreda and Porras, 2000). 

 

Las cascadas de señalización de las MAPKs se organizan en módulos individuales, 

que se inician por estímulos extracelulares a través de distintos receptores y 

mediadores. La activación de una MAPK se consigue a través de una cascada lineal 

de señalización en la cual signalosomas asociados a membrana activan una MAPK 

quinasa (MAP3K) que fosforilan y activan una MAPK quinasa (MAPK2). Esto se 

traduce en una fosforilación dual de las MAPKs en un dominio de tres aminoácidos 

conservado, Thr-X-Tyr, y en un incremento en la actividad catalítica de la MAPK. Las 

MAPKs fosforilan residuos de Ser/Thr seguidos por una prolina de sustratos 

nucleares y citosólicos que incluyen importantes factores de transcripción y 

diferentes efectores. Estos entonces impactan el programa genético celular o el 

control de decisiones de proliferación como es el caso del módulo ERK, sobre 

apoptosis o diferenciación como es a menudo el caso de las rutas de JNK y p38, y 

sobre otras funciones citosólicas que incluyen migración celular, hipertrofia, 

transducción sensorial, respuestas metabólicas y muchas otras (Shi et al., 2006).  

  

9.1. Estructura y función de p38-MAPK  

 

9.1.1. Elementos de la familia p38-MAPK  
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La familia de p38-MAPK está compuesta por 4 isoformas. Las isoformas p38MAPKα 

(SAPK2A) y p38-MAPKβ (SAPK2B) (Han et al., 1994) son los componentes 

mayoritarios y se expresan en todos los tejidos de una forma ubicua en el caso de 

modelos murinos. La isoforma p38-MAPKγ (SAPK3/ERK6) (Lechner et al., 1996) 

(Cuenda and Dorow, 1998a) de expresión preferente en músculo y por último, la 

isoforma p38-MAPKδ (SAPK4) que se expresa mayoritariamente en pulmón y riñón 

(Jiang et al., 1997) (Kumar et al., 1997). En el caso de la especie humana, aunque el 

patrón de expresión de las diferentes isoformas varía dependiendo del tejido en el 

que se encuentren, la expresión de las isoformas α, β son ubicuas mientras que la 

expresión de la isoforma γ se da en músculo esquelético (Li et al., 1996)(Court et al., 

2002), corazón, pulmón, timo y testículo. Por último la expresión de la isoforma δ se 

expresa en pulmón, páncreas, intestino delgado, riñón, testículo y epidermis (Kumar 

et al., 1997)(Dashti et al., 2001). 

 

9.1.2. Localización celular y estructura de p38-MAPK   

 

La localización celular de la proteína p38-MAPK es un tema controvertido ya que en 

células quiescentes no queda claro lo que ocurre tras ser estimulada. Existen 

evidencias de que p38-MAPK se transloca al núcleo tras su activación (Raingeaud et 

al., 1996), aunque hay otra serie de evidencias que demuestran que tras su activación 

se encuentra tanto en el núcleo como en el citoplasma (Ben-Levy et al., 1998).  

El estudio cristalino de las MAP quinasas ha permitido resolver la conformación del 

sitio catalítico, el cual descansa en un bolsillo entre dos dominios, uno constituido 

por los residuos del extremo N-terminal más una cadena hacia el extremo C-terminal, 

lazo 16 (L16) y el otro compuesto por los residuos del extremo C-terminal. Estos 

dominios están conectados por un eje de cadena única que está centrado alrededor 
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de la Gly110 en p38α (Gly-113 en p38γ)(Bellon et al., 1999). L16 puede estar 

contribuyendo al control de la relación entre los dos dominios que son relativamente 

rígidos. Thr-180 y Tyr-182 están localizados en un “borde de activación” flexible que 

guarda el sitio activo, una fosforilación dual induce al lazo moverse hacia abajo para 

que el sustrato tenga mejor acceso y que los dominios N- y C-terminal giren como 

cuerpos rígidos sobre el eje, lo cual altera la conformación del sitio catalítico hacia 

un estado más activo (Canagarajah et al., 1997) (Bellon et al., 1999). El dominio 

acídico común de acoplamiento (CD) está compuesto por tres residuos cercanos de 

ácido aspártico: Asp-313, Asp315 y Asp316(Tanoue et al., 2001), que se sitúan en el 

L6 cerca de Tyr323 interacciona con los dominios de acoplamiento (D) de MAPKKs, 

inhibidores de fosfatasas y proteínas del esqueleto y distintos sustratos que 

consisten en dos o más residuos básicos.  

 

9.1.3. Regulación de p38 MAPK 

 

- Activación   

Cuando los factores de crecimiento se unen a sus receptores específicos se 

autofosforilan, dejando grupos fosfato accesibles para su reconocimiento por 

moléculas adaptadoras como pueden ser factores intercambiadores de Guanina, que 

llevan finalmente a la activación de pequeñas proteínas G con actividad GTPasa. Un 

ejemplo sería el caso de Ras que activa la ruta de ERK, o el caso de la familia Rho, que 

activa la ruta de p38-MAPK y JNK (Coso et al., 1995) .  

Dentro de las MAPKKK responsables de la activación de p38-MAPK, se puede 

destacar MTK1, MLK2, MLK3, DLK, ASK1 y TAK1. Cuanto más sube la cascada de 

transducción de señales menor es la especificidad de la activación.  
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Dentro de las MAPKK, la activación de p38-MAPK se da gracias a dos activadores 

fundamentales que son MKK6 y MKK3 (Dérijard et al., 1995)(Raingeaud et al., 1995). 

Cabe resaltar que el activador MKK6 es capaz de activar todas las isoformas de p38-

MAPK, no así el activador MKK3 que sólo activa la isoforma β (Enslen et al., 

1998)(Hale et al., 1999). Estudios in vitro demuestran que aunque MKK4 activa 

preferentemente a JNK es capaz de contribuir a la activación de p38-MAPK (Dérijard 

et al., 1995)(Doza et al., 1995)(Lin et al., 1995)(Brancho et al., 2003), al igual que 

pasa in vivo en algunas células inflamatorias (Moriguchi et al., 1997)(Ono and Han, 

2000). Se ha observado que también puede darse una activación de p38MAPK 

independiente de MKKs, como la que se da en respuesta a ciertos receptores de 

membrana como en el caso del receptor de TNF (Ge et al., 2002)(Ge et al., 2003). 

Otras de las activaciones independientes de MKKs descrita, es la mediada por TAB1, 

la cual provoca una autofosforilación de p38-MAPK capaz de activar a la proteína y 

con ella activar a sus sustratos (Ge et al., 2002)(Tanno et al., 2003)(Ohkusu-Tsukada 

et al., 2005).  

 

Otro de los factores importantes a la hora de activar la ruta de p38-MAPK, es la 

presencia en la célula de moléculas adaptadoras capaces de acercar las proteínas 

quinasas para favorecer su fosforilación. Cabe destacar las proteínas JIP-2 y JIP-4 

encargadas de la unión de MKK3 con varias isoformas de p38-MAPK (Schoorlemmer 

and Goldfarb, 2001)(Schoorlemmer and Goldfarb, 2002)(Morrison and Davis, 2003).  

 

     

- Desactivación 

 

Las MAP quinasas fosfatasas (MKP) son un grupo de proteínas capaces de desactivar 

(retirar los grupos fosfato) las MAPKs, estableciendo el fin de la función que venía 
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desempeñando (Keyse, 1995)(Watanabe et al., 2001a). Cabe destacar las fosfatasas 

específicas de serinas/treoninas como son PP2A y PP2Cα (específicas de p38-

MAPK)(Takekawa et al., 1998)(Keyse, 2000)(Tamura et al., 2002), así como la 

fosfatasa PP1MD con una clara implicación en cancer (Bulavin et al., 2002)(Bulavin 

et al., 2004). Los mecanismos por los que las isoformas de p38 son reguladas de 

forma diferencial, dependen de los niveles de fosfatasas y también de su 

especificidad(ZARUBIN and HAN, 2005).  

 

- Inhibidores farmacológicos 

 

Se han descrito varios compuestos químicos capaces de inhibir específicamente la 

activación de p38-MAPK, como son SB203580, SB203590 o SB220025, SKF86002. 

Uno de los más caracterizados es el SB203580, compuesto antiinflamatorio pirimidil 

imidazol, donde se da la interacción entre el grupo fluorofenilo del inhibidor, con la 

Treonina 106 de p38-MAPK impidiendo con ello que se una el ATP y con ello su 

activación (Wilson et al., 1997)(Young et al., 1997)(Eyers et al., 1998)(Gum et al., 

1998). Este compuesto es capaz de inhibir específicamente a las isoformas α/β de 

p38-MAPK  (Chatterjee et al., 1996)(Cuenda and Dorow, 1998b)(Chen and Tan, 

1998)(Gum et al., 1998); pero no a p38γ ni p38δ (Chini et al., 1995)(Coroneos et al., 

1996)(Choudhury et al., 1997)(Cobb, 1999)(Cole, 1999). SB220025 es otro 

compuesto pirimidil imidazol que inhibe la fosforilación de p38α/β siendo diez veces 

más potente que SB203580 (Cuenda et al., 1997)(Jackson et al., 1998). 

Otro de los inhibidores químicos de p38-MAPK, SKF86002, compite por el sitio de 

unión del ATP y es capaz de inhibir a todas las isoformas de p38-MAPK (Sodhi et al., 

2000)(Watanabe et al., 2001b). 

La estructura cristalina y el análisis por mutagénesis revelan que una diferencia en 

un único residuo entre p38 y otras MAPKs como JNK determina la especificidad de 
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los compuestos pirimidil imidazol como SB202190 y SB203580 (Garrington and 

Johnson, 1999)(Glogowski et al., 1999). Estos inhibidores específicos han sido 

ampliamente utilizados en la investigación de las funciones fisiológicas de p38 

(Groom et al., 1996)(Grewal et al., 1999)(Goppelt-Struebe et al., 2000). Aunque igual 

que PD98059, SB203580 también inhibe la cicloxigenasa-1 y -2, así como la 

tromboxano sintasa (Tian et al., 2000).  

 

 

9.1.4. Substratos de p38-MAPK   

 

El primer sustrato de p38α identificado fue MAPKAP-K2 (MK2), que junto con 

MAPKAP-K3 (MK3) constituyen una pequeña familia de Serin/treonin quinasas que 

son fosforiladas por p38α y/o p38β pero no por las isoformas p38δ y p38γ (Freshney 

et al., 1994)(Rouse et al., 1994)(Cuenda and Dorow, 1998b). Una vez fosforilada 

MAPKAP-2 es capaz de fosforilar a las proteínas de choque térmico, HSP27, en 

diferentes serinas produciéndose tras dicha activación la disociación de las HSP27 

en dímeros y monómeros y su redistribución en el citoesqueleto de actina (Huot et 

al., 1997). Otros sustratos de p38 con actividad MAP quinasa son MNK1/2, PRAK y 

MSK1/2.   

La función de MNK1 y de MNK2 (Map kinase-interacting protein kinases 1, 2) se 

piensan que está relacionada con una correcta transcripción del ARN a través de la 

activación del factor de iniciación E1F-4E (Fukunaga and Hunter, 1997)(Waskiewicz 

et al., 1997). PRAK (p38 regulated/activated quinasa) es una quinasa que es activada 

por p38α y/o p38β y presenta una identidad de secuencia del 20-30% con MK2 por 

lo que se piensa que regula HSP27 (New et al., 1998). MSK1/2 puede ser también 

activada directamente por p38 y ERK y de esta forma mediar la activación de CREB, 

factor de respuesta a AMP cíclico (Deak et al., 1998)(Pierrat et al., 1998)(New et al., 

1999). Se ha demostrado que las MSKs están implicadas en la fosforilación de 
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componentes relacionados en el remodelamiento de la cromatina (acetilación y 

fosforilación de histonas) (New et al., 1999).   

Se ha descrito que muchos factores de transcripción son fosforilados y 

consecuentemente activados por p38. AP-1 es un complejo de transcripción formado 

por dímeros de miembros de la familia de Jun y Fos, donde las SAPKs son las 

responsables de su reclutamiento, y posterior unión a los dímeros Jun-Jun, Jun-Fos o 

Jun-ATF fundamentalmente (Kyriakis and Avruch, 1996)(Karin et al., 1997). AP-1 

posee un papel importante en los procesos de inflamación y p38 es capaz de 

fosforilar directamente a diferentes componentes de este complejo de transcripción 

(Gupta et al., 1995) regulando indirectamente su actividad (Kramer et al., 1996).  

 

9.1.5. Función de p38 MAPK 

 

Con toda la variedad de sustratos capaces de activarse por p38-MAPK no es de 

extrañar que esta familia esté implicada en diversas funciones celulares.  

La participación de p38 en procesos inflamatorios fue una de las primeras funciones 

atribuidas a esta molécula, gracias a su implicación en la señalización de la activación 

de TGF-β. Se ha demostrado que en células que median procesos inflamatorios 

(neutrófilos, monocitos, macrófagos y células T CD4+) la activación de p38 se 

produce principalmente mediante dos vías: 1) Vía MKK4, en respuesta a Rac/cdc42, 

aunque no es susceptible de activarse en respuesta a TNFα y 2) Vía MKK6 o MKK3, 

donde son capaces de activarse en respuesta a TNFα y no son regulados por 

Rac/cdc42. El papel que desempeña p38 en procesos inflamatorios en respuesta a 

TNFα y IL-1β es debido a la activación por dos de sus sustratos: AP-1 y NF-κB (Eder, 

1997). En este sentido, esta MAP quinasa tiene un papel clave durante el proceso de 

infiltración de los linfocitos hasta el tejido dañado.  

La implicación de p38-MAPK en la regulación del ciclo celular es debida a la acción 

que ejerce esta proteína en los diferentes puntos de control de dicho ciclo. El control 
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de la proliferación celular por mitógenos en células normales de mamífero en 

crecimiento, suele ocurrir en la transición desde el estado quiescente o G0 a la fase 

G1, y también durante la progresión de esta fase G1 hasta el punto de restricción R, 

donde las células comienzan a ser independientes de los factores de crecimiento, 

entrando en la fase S del ciclo celular (Ambrosino and Nebreda, 2001). El tratamiento 

de las células de mamífero con el inhibidor específico de p38α/β, SB203580, retrasa 

la proliferación. En varias publicaciones, p38 se ha visto implicado en la progresión 

de la fase G1 y G2/M del ciclo celular (Molnár et al., 1997)(Wang et al., 2000)(Yee et 

al., 2004). La activación de p38 no siempre se asocia a la inducción de la proliferación 

celular, la parada en G1 de células NIH3T3 causada por microinyección de cdc42 se 

encontró que era dependiente de p38α (Wang et al., 2000). También se ha propuesto 

una relación entre p38 y del control del ciclo celular en G1 a través de la regulación 

de HBP1 y p21, sustratos de p38 (Yee et al., 2004). HBP1 se piensa que ejerce su 

función mediante la represión de los genes reguladores del ciclo celular en G1 de una 

forma similar a la de la proteína del retinoblastoma, mientras que el inhibidor de la 

quinasa ciclina dependiente p21 se establece como un factor crucial en la progresión 

de G1 a través del bloqueo de la actividad quinasa dependiente de ciclina (CDK). La 

participación de p38 en la fase G2/M se ha visto en varios ejemplos; p38α se activa 

en células de mamíferos en el arresto en la fase M por rotura del huso tras el uso de 

nocodazol (Molnár et al., 1997). Además, se ha visto que p38α y p38β se requieren 

en el arresto en fase G2 inducida por UV (Wang et al., 1998).  

Una función destacada de p38-MAPK está relacionada con la transmisión de señales 

como respuesta a diferentes agentes que dañan el ADN, como sería el caso de la 

utilización de agentes quimioterápeuticos tales como el Taxol o la Vincristina (Lee et 

al., 1998)(Deacon et al., 2003), o la exposición a diversas radiaciones como la 

ionizante (Verheij et al., 1998), o la ultravioleta (Raingeaud et al., 1995)(Hazzalin et 

al., 1996)(Brancho et al., 2003). Esta señalización culmina en muchos casos en un 

proceso de apoptosis, la cual es mediada en la mayoría de los casos por la 
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fosforilación de p53 (Duckett et al., 1999; Huang et al., 1999; Sanchez-Prieto et al., 

2000). Otra molécula implicada en el proceso apoptótico es p73, capaz de activarse 

por p38-MAPK en respuesta a diferentes estímulos, tales como cisplatino 

(SanchezPrieto et al., 2002).  

Se ha estudiado mucho este aspecto, y parece claro que la decisión de la entrada en 

apoptosis en respuesta a diferentes agentes de estrés, va a venir mediada por el 

balance entre las rutas de ERK y p38-MAPK que será el que determinará que la célula 

continúe viviendo o muera (Xia et al., 1995; Berra et al., 1997; Berra et al., 1998).  

Se ha descrito que la ausencia de NGF o la activación del ligando de Fas, se 

correlaciona con una activación de p38-MAPK y con un aumento de la apoptosis (Xia 

et al., 1995; Henkart, 1996; Juo et al., 1997). El uso de inhibidores de caspasas es 

capaz de revertir la activación de p38 en la apoptosis, sugiriendo su control sobre 

p38 (Cahill et al., 1996; Fernandes-Alnemri et al., 1996; Henkart, 1996; Huang et al., 

1997). Sin embargo, la sobreexpresión del dominante positivo MKK6b puede 

también inducir la actividad caspasa y la muerte celular infiriendo que p38 puede 

intervenir en apoptosis tanto regulando actividad caspasa como siendo regulada por 

caspasas (Ziegler-Heitbrock et al., 1992; Cardone et al., 1997). El papel de p38 es muy 

diferente dependiendo del tipo celular y del estímulo aplicado. Mientras que la 

activación de p38 se ha visto que promueve la muerte celular en algunas líneas 

celulares, en otras aumenta la supervivencia, la proliferación, o la diferenciación 

(Zarubin y Han, 2005). 

La proteína p38 puede fosforilar una amplia variedad de sustratos citoplasmáticos 

entre los que destaca la proteína Tau en el residuo Ser422 que se encuentra 

fosforilado cuando Tau forma parte de los ovillos neurofibrilares (Ando et al., 2011), 

numerosos estudios han relacionado a p38 con la fisiopatología de la enfermedad de 

Alzheimer, ya que el estudio de cerebros post mortem ha revelado una intensa 

inmunoreactividad de p38, además se ha descrito que la respuesta inflamatoria 

producida por los agregados β amiloide provoca la activación de p38 en astrocitos y 
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microglía y genera un efecto apoptótico al activarse en neuronas, igualmente se ha 

relacionado a p38 con las alteraciones de la plasticidad sináptica aparecidas en la 

enfermedad de Alzheimer (Munoz and Ammit, 2010). 

 

p38 también está implicada en otras enfermedades neurodegenerativas como es el 

caso de la enfermedad de Parkinson donde la acumulación de α-Sinucleína provoca 

la activación de p38 en células microgliales, lo que lleva a la producción de IL-1β y 

TNFα como mecanismo proinflamatorio (Kim and Choi, 2010). 

 

La expresión aberrante de p38 en motoneuronas y microglía parece estar implicada 

en la progresión de la ELA (Tortarolo et al., 2003). Todas estas evidencias apuntan a 

que p38 puede constituir una diana importante en el estudio de potenciales 

tratamientos en las enfermedades neurodegenerativas. 
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 Planteamiento 

 

La inflamación está asociada con muchas enfermedades neurodegenerativas, 

incluyendo la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral 

amiotrófica, y esclerosis múltiple, las cuales se encuentran entre las enfermedades 

más urgentes de las sociedades desarrolladas con envejecimiento de la población. 

Aunque la inflamación puede no representar típicamente un factor desencadenante 

en la enfermedad neurodegenerativa, hay nuevas evidencias en modelos animales 

en donde la respuesta inflamatoria sostenida, relacionada con activación glial, 

contribuye a la progresión de la enfermedad. Sin embargo, aún no se sabe si la 

inhibición de estas respuestas inflamatorias podrá ser un medio seguro y eficaz para 

invertir o ralentizar la evolución de la enfermedad, lo que genera la necesidad de 

aprender más acerca de cómo las respuestas inflamatorias son inducidas o inhibidas 

dentro del sistema nervioso central y cómo esto puede contribuir al desarrollo o 

mejora respecto a diferentes patologías. 

 

La melatonina ha demostrado ser eficaz en la protección en modelos experimentales 

de enfermedades neurodegenerativas y de declive cognitivo. Los posibles efectos 

neuroprotectores de la melatonina pueden deberse a sus propiedades antioxidantes, 

sus interacciones con vías de señalización intracelular, la regulación de la 

supervivencia celular y la función mitocondrial. Se ha observado que la melatonina 

puede disminuir la inflamación y proporcionar neuroprotección. Sin embargo, los 

mecanismos subyacentes a las propiedades anti-inflamatorias son poco conocidos. 

 

La leptina por otra parte juega un papel central en el control del peso corporal y la 

homeostasis energética. Se ha demostrado que la leptina es capaz de regular las 

respuestas inflamatorias y proporcionar neuroprotección. Sin embargo, los 
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mecanismos por los cuales la leptina puede tener propiedades anti-inflamatorias son 

controvertidos y poco comprendidos. 

 

Estudios experimentales y humanos han mostrado que la función del cerebro es 

sensible a los ácidos grasos. Se ha estudiado por ejemplo, que una mayor ingesta de 

grasas saturadas aumenta el riesgo de deterioro de la función cognitiva en las 

poblaciones de mediana edad o de edad avanzada (Granholm et al., 2008)(Kanoski 

and Davidson, 2011). También se ha descrito en modelos de ratón que dietas altas 

en grasa saturada pueden favorecer neuropatologías como la enfermedad de 

Alzheimer (Ettcheto et al., 2016)(Petrov et al., 2015a).  Por otra parte, se ha 

estudiado que los ácidos grasos omega 3 tienen potencial actividad anti-inflamatoria 

en una variedad de enfermedades inflamatorias (Hudert et al., 2006)(Kang et al., 

2004), pero los mecanismos por los cuales funciona esta actividad antiinflamatoria 

sigue siendo poco conocidos a nivel del sistema nervioso central. 

 

Por lo anterior, la hipótesis de este estudio es que la melatonina, la leptina y los 

ácidos grasos DHA, EPA y AP podrían tener un efecto sobre la inflamación en células 

gliales a través de la modulación en la producción de óxido nítrico y la 

inhibición/producción de la iNOS. 
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 Objetivo general 

Estudiar el potencial efecto anti-inflamatorio y/o neuroprotector de la melatonina, 

leptina, ácido docosahexaenoico, ácido eicosapentaenoico y ácido palmítico en 

cultivos de células de glía de ratón C57Bl/6J. 

 

 Objetivos específicos 

1.  Estudiar el efecto de las citoquinas proinflamatorias en la inducción de la 

producción de óxido nítrico en células de glía, y la activación de vías pro-

inflamatorias. 

2. Determinar la viabilidad celular en cultivos de glía sometidos a tratamiento con 

melatonina, leptina, ácido docosahexaenoico, ácido eicosapentaenoico y ácido 

palmítico. 

3. Caracterizar el potencial efecto proinflamatorio y/o antiinflamatorio o 

neuroprotector de la melatonina, la leptina, el ácido docosahexaenoico, ácido 

eicosapentaenoico y ácido palmítico en cultivos de glía. 

4.    Valorar el papel de la melatonina, la leptina, el ácido docosahexaenoico, ácido 

eicosapentaenoico y ácido palmítico en la expresión de proteínas relacionadas con 

neuroinflamación (iNOS) en células de glía. 

5. Valorar el papel la melatonina, la leptina, el ácido docosahexaenoico, ácido 

eicosapentaenoico y ácido palmítico en la activación de la vía p38 MAPK en cultivos 

de células de glía.
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 Modelo animal 

 

En esta tesis se utilizó la cepa de ratón C57BL/6J donados por Charles River 

Laboratories España. Se trata de ratones que presentan homogeneidad genética y 

fenotípica y por lo tanto son una excelente herramienta para la investigación.   

Al interior del animalario se procedió a generar una camada para llevar a cabo el 

presente estudio. El apareamiento se realizó entre hembras y machos de la misma 

cepa durante una semana, se cruzaron en proporción 1 macho por cada 3 hembras. 

En los experimentos se utilizaron las crías de 3 días de nacido. El tratamiento de las 

crías postnatales se llevó a cabo de conformidad con la Directiva 86/609EEC del 

Consejo de la Unión Europea y el procedimiento establecido por el Departament 

d'Agricultura, Ramaderia i Pesca de la Generalitat de Catalunya. 

 

 Cultivo primario de células de glía  

 

Reactivos utilizados: 

 

- Dulbeccos modified eagles medium – high (DMEM) sin glutamina Ref: Sigma D5671, 

botella de 500 ml a 4ºC;  

- Heat Inactivated (FBS) - Fetal Bovine Serum Ref: Gibco10500 (FBS) en Falcon de 15 

ml, a -20ºC  

- Tripsina-EDTA 0,25% Gibco: en falcon de 15 ml, -20ºC. 

- Gentamicin (10mg/ml) Ref: Gibco 15710-049 - 100 ml. 

- Deoxyribonuclease I from bovinepancreas (DNasa) Ref: Sigma D4263. 

- L- Glutamine Ref: Sigma G8540 

- Poly-L-Lysine hydrobromide Ref: P6282 
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Preparación de Soluciones 

 

Las soluciones se prepararon justo antes de hacer los cultivos, una vez listas, se 

filtraron en la campana de flujo y se transfirieron a un nuevo tubo estéril empleando 

un filtro de 0,22 µm.  

 

- Solución STOP: DMEM + 10% FBS + DNasa (12 ml). 

Se preparó en Falcon de 15 ml no estéril. Se pesó 2 mg de DNasa y se disolvió en 10.8 

ml de DMEM. Se filtró (filtro de 0,22) sobre un Falcon estéril y se agregaron 1,2 ml 

de FBS. 

 

- Solución FINAL: DMEM + 20% FBS + Gentamicina (0,1 mg/ml) + Glutamina (40 

ml). 

Se preparó en Falcon de 15 ml no estéril. Se pesó 4 mg de gentamicina y 23,4 mg de 

glutamina y se disolvió en 10 ml de DMEM. Se filtró sobre falcon estéril de 50 ml. Se 

agregó 8 ml de FBS y 22 ml de DMEM. 

 

Preparación de las placas con Poli-L-lisina: 

 

Todo el procedimiento se llevó a cabo en campana de flujo laminar:  

- Preparación de la solución 10X de Poli-L-Lisina: se resuspendieron los 5 mg del 

liofilizado en 50 ml de H2O autoclavada. 

- Se tomó una alícuota de solución 10X y se diluyó diluirla en una botella autoclavada 

hasta una concentración final de 1X (concentración final de 0,01 mg/ml). 

- Utilizando una pipeta estéril se añadió la poli-L-lisina en una cantidad suficiente 

para cubrir la superficie de crecimiento de las placas.  

- Transcurridos 30-45 min se retiró la solución de Poli-L-lisina y se dejó evaporar en 

la campana de flujo hasta que las placas quedaron completamente secas.   
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Procedimiento para el cultivo 

 

Los cultivos primarios de células de glía (CGC) se prepararon a partir de crías de 

ratón, utilizándose indistintamente la corteza cerebral de 3 días de edad de machos 

o hembras así: 

- Antes de empezar el cultivo se distribuyeron en dos placas de 35 mm, 2 ml de 

tampón fosfato salino (PBS) estéril en cada una. 

- Se decapitaron los ratones (de 3 días postnatal) y se rociaron con alcohol al 70%. 

Se diseccionaron las cortezas cerebrales, y se depositaron en una de las placas con 

PBS 1X. 

- Se limpiaron convenientemente las meninges adheridas al córtex y se pasaron a la 

otra placa con PBS 1X.  

- Se repitió el mismo proceso de disección con todas las crías. 

- Se transfirieron los córtex, una vez escurridos, a una superficie dónde sea cómodo 

manipularlos (como por ejemplo una tapa de una placa de Petri de 100 mm). Se 

cortan con una hoja de afeitar en dos direcciones perpendiculares entre sí.  

- Se transfirieron los tejidos con las pinzas a un tubo falcon de 15 ml con 

aproximadamente 10ml PBS 1X, se disgregaron y homogeneizaron con una pipeta. 

Luego se centrifugaron 3 min a 1000 rpm en centrifuga de rotor basculante. 

- Se decantó el sobrenadante y al pellet se le añadieron 12 ml de una solución de 

tripsina-EDTA en PBS (tripsina 0,05% w/v tripsina-EDTA 5mM) y se incubaron en 

un baño a 37°C durante 25 minutos a 37ºC. Se agregó el contenido del tubo con la 

solución STOP para parar la digestión. 

-  El tejido fue fragmentado pipeteando de 25 a 30 veces con una pipeta pasteur 

estéril con algodón. Se centrifugó 7 minutos a 1000 rpm. 

- Se decantó el sobrenadante y se resuspendió con 10 ml de solución FINAL con 

pipeta pasteur y se dejó sedimentar 10 min. 
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-  Se tomó el sobrenadante clump-free y se pasó a Falcón de 15 ml y se ajustó la 

densidad a 300.000 células/ml con solución final. 

- Las células disociadas se sembraron en placas de cultivo a razón de 5ml por placa 

de 60 mm de diámetro y se dejaron en la incubadora  

- El medio fresco se cambió al día siguiente y luego cada 3 días después. Todos los 

experimentos se realizaron entre el octavo y noveno día después de la siembra. 

- Para los cambios de medio, se utilizó la misma solución final que en el cultivo celular 

pero cambiando el porcentaje del FBS al 10%. 

Los cultivos fueron realizados en una estufa termostatizada a 37ºC, en una atmósfera 

humidificada al 5% de CO2. 

 

 Tratamiento del cultivo  

Reactivos utilizados: 

 

- Melatonina Ref: Sigma 5250 

- Leptina Ref: Sigma L3732 

- Ácido docosahexaenoico Ref: Sigma D2534 

- Ácido eicosapentaenoico Ref: Sigma E2011 

- Ácido palmítico Ref: Sigma P5585 

- Recombinant Murine IL-1β (10uG) Ref: PeproTech Inc.  211-11B 

- Recombinant Murine TNF-α (20uG) Ref: PeproTech Inc. 315-01A 

- Recombinant Murine IFN-γ (20uG) Ref: PeproTech Inc. 315-05 

 

Preparación y almacenamiento de la melatonina 

La melatonina se diluyó en etanol en una proporción a 50 mg / ml, se almacenó en 

un frasco oscuro a -20°C.  
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Para conseguir las condiciones experimentales, la melatonina se preparó fresca a 

partir de la solución madre y se diluyó con los volúmenes apropiados en medio de 

cultivo de acuerdo a cada situación experimental.  

Para los cambios de medio, se utilizó la misma solución final que en el cultivo celular 

pero cambiando el porcentaje del FBS al 2% y adicionando la melatonina tomada de 

la solución madre, de acuerdo a la concentración requerida para cada uno de los 

experimentos. 

 

 

Preparación y almacenamiento de la Leptina 

 

La leptina se diluyó en Tris/HCl a 20 mM estéril, pH 8,0, preparando una solución 

madre de 1mg/ml. Después de la reconstitución, se almacenó a -20 ºC.  

Para conseguir las condiciones experimentales, la letina se preparó fresca a partir de 

la solución madre y se diluyó con los volúmenes apropiados en medio de cultivo de 

acuerdo a cada situación experimental.  

Para los cambios de medio, se utilizó la misma solución final que en el cultivo celular 

pero cambiando el porcentaje del FBS al 2% y adicionando leptina tomada de la 

solución madre, de acuerdo a la concentración requerida para cada uno de los 

experimentos. 

 

 

Preparación y almacenamiento de los ácidos grasos 

 

- Los ácidos grasos se disolvieron en etanol al 99% y se almacenaron como 

soluciones madre (100 mM) bajo atmósfera de nitrógeno a -20ºC.  

Para conseguir las condiciones experimentales, los ácidos grasos se prepararon 

frescos a partir de soluciones madre y se diluyeron con los volúmenes apropiados en 
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medio de cultivo adecuado (Zajdel et al., 2013)(L. Wang et al., 2015a), de acuerdo a 

cada situación experimental.  

Para los cambios de medio, se utilizó la misma solución final que en el cultivo celular 

pero cambiando el porcentaje del FBS al 2% y adicionando los ácidos grasos tomados 

de la solución madre, de acuerdo a la concentración requerida para cada uno de los 

experimentos. 

 

Preparación de las citoquinas. 

Se utilizaron las citoquinas pro-inflamatorias para producir la activación glial 

- La cantidad de cada una de las citoquinas utilizadas fue la siguiente: 

 

 

 

 

 

 

Las citoquinas fueron añadidas directamente al medio de cultivo, utilizando la misma 

solución final que en el cultivo celular pero cambiando el porcentaje del FBS al 2%.  

 

Procedimiento 

- Un día antes de llevar a cabo el tratamiento con citoquinas y melatonina, leptina y 

ácidos grasos (según correspondiera en cada experimento), se hizo un cambio de 

medio utilizando la misma solución final que en el cultivo celular, disminuyendo el 

porcentaje del FBS al 2%. Igual manejo se realizó con los controles en cada situación 

experimental. 

- El día del tratamiento se retiró el medio de cultivo y se adicionó a la placa el medio 

de cultivo fresco que contenía la melatonina, leptina o los  ácidos grasos (según cada 

caso: DHA, EPA, AP). Los cultivos fueron incubados a 37°C en una atmósfera 

IL 1β 0,2 ng/ml 

IFNγ 0,2 ng/ml 

TNFα 0,2 ng/ml 
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humidificada al 5% de CO2 durante el tiempo indicado en cada situación 

experimental. 

- Posteriormente se adicionó el medio que contenía las citoquinas, bien sea 

citoquinas individuales, por parejas o las 3 citoquinas, según cada situación 

experimental. Los cultivos fueron nuevamente incubados a 37°C en una atmósfera 

humidificada al 5% de CO2 durante el tiempo indicado en cada situación 

experimental. 

 

 

 

 

 

 

 Cuantificación de la viabilidad celular por MTT 

 

Para determinar la viabilidad celular de los cultivos se utilizó el método MTT 

(bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5difeniltetrazol). Este colorante se 

incorpora a las células vivas y es reducido a nivel mitocondrial en formazán (Hansen 

et al., 1989), sustancia de color azul oscuro que puede cuantificarse en un 

espectrofotómetro. A partir de la absorbancia se calcula la viabilidad de las células 

tratadas respecto al control. 
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Este ensayo se basa en la relación metabólica del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-

ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizado por la enzima mitocondrial succinato 

deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color azul (formazán), permitiendo 

determinar la funcionalidad mitocondrias de las células tratadas. 

 

Reactivos utilizados 

 

- Thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT), 98% Ref: Sigma M2128 

- Sodium dodecyl sulfate (SDS) Ref: Sigma L3771 

- Dimethyl sulfoxide, anhydrous (DMSO), >=99.9% Ref: Sigma 276855 

 

Soluciones 

 

- MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5difeniltetrazol): para la 

preparación de la solución se mantuvo la proporción 2.5 mg MTT/ml de PBS, 

teniendo en cuenta que el MTT es fotosensible y que por tanto se debe proteger la 

disolución de la luz. 

- Solución distaining (50 ml): se mezclaron 5mg de SDS en 40 ml de DMSO. Se añadió 

57.2ml de ácido acético glacial/10ml DMSO. Se completó hasta 50ml con DMSO. Para 

conservar la solución se utilizó un falcon de 50ml y se almacenó a temperatura 

ambiente.  

 

Procedimiento  

 

- Se añadieron 50µl de la solución MTT a cada uno de los pozos de la placa de 24 

pozos. 

- Se dejó la placa en incubación durante una hora a 37°C y 5% de CO2. 
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- Pasada la hora, se retiró el medio con cuidado de no aspirar el precipitado formado 

en el fondo de la placa. 

- Se añadió la solución distaining a razón de 500µl por pozo (en placa de 24 pozos), 

con lo que se consiguió disolver el precipitado formado por las mitocondrias. Se deja 

la placa 5 minutos a temperatura ambiente y se agita un poco para homogeneizar la 

solución. 

- Se lee la placa en el espectrofotómetro a 550 nm. 

 

 Tinción con Hoechst 33342 

 

El Hoescht 33342, también denominado de bisbenzimide H33342 (Sigma-Aldrich), 

es un colorante específico para regiones del ADN que son ricas en adenina y timina. 

Se puede utilizar tanto para la detección de ADN en muestras tisulares, como en 

células en cultivo. Es un fluorocromo permeable a la membrana plasmática que se 

excita a una longitud de onda de 343 nm (luz ultravioleta) y que emite fluorescencia 

azul correspondiente a una longitud de onda de 455 nm. Las células apoptóticas 

pueden distinguirse por la característica condensación de la cromatina nuclear o por 

la presencia de fragmentación nuclear. 

Con la finalidad de ver los cambios conformacionales de los núcleos de la glía, se 

realizó la tinción con Hoechst 33342 para observar en conjunto la acción de las 

citoquinas, como del tratamiento con ácidos grasos, comparando con la morfología 

del control.  

 

Reactivos utilizados 

 

- bisBenzimide H 33342 trihydrochloride Ref: Sigma 861529 Aldrich 

Preparación de la solución 
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- Solución de Hoechst 33258: se prepara una solución madre de 1 mg/ml en H2O 

milli-Q (conservar a 4° C). 

- La concentración de trabajo se obtuvo a partir de una dilución 1/800 de la solución 

madre en H2O milli-Q.  

 

Procedimiento 

 

- Se lavaron la células con PBS para quitar restos de tratamiento y de esta forma tener 

mayor permeabilidad en la célula.  

- Las células del cultivo se permeabilizaron con paraformaldehido (PFH) al 4% a 

temperatura ambiente durante 20 minutos. 

- Se retiró el PFH y se lavaron las células 3 veces con PBS. Luego se permeabilizaron 

con metanol frío por 8 minutos. 

- Después de unos 15 min las células se lavaron con PBS y se examinaron al 

microscopio con luz ultravioleta.  

 

 Medición de la producción de óxido nítrico 

 

Una de las maneras de detectar la formación de NO es evaluando la acumulación de 

nitrito  

(NO2-) en el medio de cultivo. Se trata de un producto estable y no volátil resultado 

de la reacción del NO con el oxígeno molecular.  

El acúmulo de nitrito liberado al medio de cultivo se determinó por colorimetría 

mediante la reacción de Griess.  
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Reactivos utilizados 

 

- Sulfanilamida >= 99% Ref: Sigma 5925-1,   

- N-(1-Naphthyl) ethylendiamine dihydrochloride Ref: Sigma N9123-10G, 

- Ácido fosfórico Ref: Sigma 79617 

 

Preparación de la solución: 

 

- Para la producción de 40 ml del reactivo de Greiss, se utilizaron: 400mg de 

sulfanilamida, 40mg de N-(1-Naphthyl) ethylendiamine dihydrochloride, 2 ml de 

ácido fosfórico y se enrasó con H2O Milli-Q.  

- Para la recta patrón se preparó una solución madre de NaNO3 al 10mM en H2O 

milli-Q. A partir de la solución madre se preparó una curva de patrones con NaNO3 

(0, 2.5, 5, 10, 20, 40, 80 µM). 

 

Procedimiento: 

 

- A las 24, 48 y 72 horas del tratamiento con citoquinas, en una placa de 96 

autoclavada, se tomaron alícuotas de 100µl de medio de cultivo de glía y se pusieron 

por triplicado en placas de 96 pozos.   

- Paralelamente se tomaron 100µl de la curva de patrones (por triplicado) y se 

adicionaron a la placa.  

- Se tomaron alícuotas de 100µl del reactivo de Griess y se añadieron a todos los 

pozos de la placa de 96 (muestras y patrones). Se esperó un mínimo de 10 min y 

seguidamente se cuantificó la absorbancia de las muestras a 570 nm de longitud de 

onda con el lector de placas llevada a cabo en el espectrofotómetro 

(espectrofotómetro placas Biotech Power Wave x S2). Esta lectura proporcionó 
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valores en base a la recta patrón hecha con NaNO3. La absorbancia nos indicó los 

nitritos a partir de los cuales se sacó la relación con el óxido nítrico.  

 

 Determinación de la concentración protéica 

Una vez realizados los cultivos y su tratamiento, se procede a obtener el extracto 

proteico, que se llevó a cabo lavando las placas dos veces con PBS frío y se recogió el 

extracto protéico utilizando un tampón de lisis que contenía 150 mM de NaCl, 5mM 

MgCl2, 50mM Tris, 1mM EDTA, 1%Tritón X-100, pH 7,2 con inhibidores de proteasas 

(Complete, Roche Diagnostics, Germany).   

Para determinar la concentración proteica de las muestras se emplea la técnica de 

Bradford, (Bradford MM et al. 1976), se trata de una técnica colorimétrica que se 

basa en la unión a la proteína del colorante Comassie Briliant Blue G250, la 

absorbancia de este colorante se desplaza desde 465 nm hasta 595 nm cuando se 

encuentra unido a proteína. La absorbancia de la muestra es directamente 

proporcional a la cantidad de proteína de la misma. 

 

Procedimiento para realizar el Bradford 

 

- Se utilizó una dilución 1:10 o 1:20 de las muestras de proteína en agua destilada 

(según necesidad). Se colocaron 10 µl de la dilución en cada pozo de la placa de 

lectura de 96 w, (se realizó por triplicado por cada una de las muestras).   

- Se preparó la recta patrón con BSA a diferentes concentraciones de 1 a 5 µg/µl. A 

partir de una solución madre de 2 mg BSA/ml. Se preparó la recta patrón de 

concentraciones ascendentes, utilizando agua destilada como blanco, que fue el 

punto de referencia con una concentración 0 µg/µl  

- Se preparó una dilución 1:5 del colorante de Bradford en H2O destilada y se añadió 

190 µl de esta dilución a cada uno de los pozos con la dilución de proteína, recta 

patrón y blanco.  
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- Se dejó incubar la placa a temperatura ambiente durante unos 5 min.  

- Se leyó la absorbancia a 595 nm en el espectrofotómetro (Bio Rad, Benchmark 

plus). 

- A partir de las concentraciones media de absorbancia de la recta patrón se 

extrapolaron los valores de concentraciones a las muestras problema. 

 

 Western Blot 

 

Esta técnica permite observar los niveles o cambios de estado de una proteína 

específica. La técnica se basa en las diferencias en la velocidad de migración 

electroforética en una matriz de acrilamida, al someter a las proteínas a un campo 

eléctrico, permite separarlas en función de su relación carga/masa. Posteriormente 

se lleva a cabo la transferencia de las proteínas o blotting, a una membrana sintética, 

que actuará como soporte para llevar a cabo una detección mediante el uso de 

anticuerpos específicos contra la proteína.   

 

 

 

Tampones y Soluciones 

 

- Tampón de carga 

Componente Volumen (ml) 

Tris 2 M pH 6'5 625 µl 

SDS 40 % 1 ml 

Glicerol 1 ml 

β- mercapto 1 ml 

Azul bromofenol 1'2 ml 

H2O milli-Q 0'175 µl 
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- Tampón Tris-HCl 1,5 M pH 8,8  

Componente Cantidad 

Tris base 18,17 g 

H2O destilada 100 ml 

 

Se ajustó pH a 8,8 con HCl 1 M  

 

- Tampón Tris-HCl 1 M pH 6,8  

Componente Cantidad 

Tris base 12,1 g 

H2O destilada 100 ml 

 

Se ajustó pH a 6,8 con HCl 1 M  

- SDS 10 %  

Componente Cantidad 

SDS 10 g 

H2O destilada 100 ml 

 

- Tampón de migración  

Componente Concentración 1X Concentración 10X 

Glicina 192 mM 144 g 

SDS 0.1 % 10 g 

H2O destilada c.s c.s.p 1 L 
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- Tampón de transferencia  

Componente Concentración 1X Concentración 
10X 

Tris base 25 mM 30,3 g 

Glicina 192 mM 144 g 

etanol 10 % - 

H2O destilada c.s c.s.p 1 L 

 

- Tampón TBS  

Componente Concentración 1X Concentración 
10X 

Tris base 50 mM 24,25 g 

NaCl 192 mM 80 g 

H2O destilada c.s c.s.p 1 L 

 

Se ajustó pH a 7,5  
 
 
-Tampón TBS-Tween® 0,1 %  
 

Componente Cantidad 

Tampón TBS 1X 1 L 

Tween® 1 ml 
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- Preparación de geles de poliacrilamida-SDS  

 

Para la preparación de los geles se utilizó el sistema Mini-Protean III de Bio-Rad. Los 

geles polimerizan entre dos placas de vidrio específicas que mantienen una 

separación determinada entre ellas. Los geles están compuestos por dos fases, una 

superior o gel de concentración que permite que las proteínas lleguen en el mismo 

momento a la fase siguiente y una inferior o gel de separación que resolverá las 

proteínas en función de su relación carga/masa. Se emplearon concentraciones 

diferentes de acrilamida para los geles de separación en función del tamaño de las 

proteínas a estudiar. 

 

 

- Geles de separación  

 
Componente 5% 7.5% 10% 12% 15% 

Acrilamida-
bisacrilamida 

5.7ml 2.8 3.8ml 4.5 ml 5.7 ml 

Tris-HCL1,5M pH 
8.8 

3.75 ml 3.75 ml 3.75  ml 3.75  ml 3.75  ml 

SDS 10% 170 µl 170 µl 170 µl 170 µl 170 µl 

H2O milliQ 9.0 ml 8.15 ml 7.17 ml 6.5 ml 5.3 ml 

TEMED 10 µl 10 µl 10 µl 10 µl 10 µl 

APS* 100 µl 100 µl 100 µl 100 µl 100 µl 

 
 

Para evitar la inclusión de aire en la matriz de acrilamida, el gel se cubrió con agua 

destilada, que se retiró una vez gelificó la acrilamida. A continuación se preparó y 

vertió sobre el separador, el gel de concentración.  
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- Geles de concentración  

Componente 5 % 4 % 

Acrilamida-bisacrilamida 625 µl 500 µl 

Tris- HCL1M pH 6.8 625 µl 625 µl 

SDS 10% 50 µl 50 µl 

H2O milliQ 3.7 ml 3.8 ml 

TEMED 5 µl 5 µl 

APS 10% 25 µl 25 µl 

 
 

Una vez vertido el gel de concentración sobre el espaciador, se coloca el peine que 

forma los pocillos. Terminada la polimerización, se retira el peine y se lavan los 

pocillos con tampón de migración. 

- Preparación de las muestras   

 

La preparación de las muestras para la electroforesis necesitó una dilución en 

tampón de carga, o tampón de Laemmli que mantiene las proteínas en su estado 

desnaturalizado, en la cual se conserva únicamente la estructura primaria de la 

proteína. La cantidad de proteína debe ajustarse a las necesidades de cada 

experimento pero esta oscila entre 10 y 40 µg. Una vez mezclada con el tampón estas 

muestras se colocaron en un baño seco a 100 ºC durante 5 min, a continuación se 

hizo un spin para recuperar todo el volumen. 
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- Electroforesis  

 

Una vez los geles estuvieron preparados y se cargaron las muestras en el gel de 

acrilamida.  

Además se incluyeron los marcadores estándares de peso molecular (Bio-Rad, Dual 

Color; 161-0374). 

Los geles se colocan dentro de una cubeta de electroforesis que contenía un volumen 

suficiente de tampón de migración para que ambos extremos del gel queden en 

contacto con el tampón y permitir de esta manera cerrar el circuito. Se conectó la 

cubeta a una fuente de alimentación y se inició la separación a 90-100 V el tiempo 

que sea necesario para que la proteína se separe según su relación carga/masa.   

 

- Transferencia de las proteínas a la membrana   

 

Terminada la migración, las proteínas deben transferirse a un soporte que permita 

fijarlas y que luego pueda utilizarse para detectarlas y cuantificarlas. El fundamento 

es similar al de la electroforesis, pero en este caso, se aplicó un campo eléctrico 

perpendicular al gel que hace que las proteínas migren del gel, hacia la membrana, 

en este caso se emplearon membranas de polivinilideno (PVDF, Bio-Rad; 162-0177). 

 

La transferencia se consiguió mediante la preparación de un sandwich en un soporte 

en el cual se colocó sucesivamente una esponja, papel Whatman©, el gel, la 

membrana, más papel Whatman© y finalmente otra esponja. Se cerró el sandwich y 

se colocó en su soporte en la cubeta de transferencia que contiene el tampón de 

transferencia. Se dispone de forma que el gel quede hacia el ánodo (-) y la membrana 

hacia el cátodo (+). Finalmente se aplicó una corriente constante de 200 mA durante 

100 min.  
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El proceso provoca un fuerte calentamiento de la solución por lo que se recomienda 

refrigerar el sistema añadiendo un compartimento de hielo en la cubeta. La 

transferencia se realiza en frio a 4ºC. Este punto es de especial importancia ya que la 

velocidad y eficiencia de la transferencia son inversamente proporcionales a la 

temperatura.  

 

 

Figura 15.  Esquema del orden de colocación de los distintos elementos que componen el sándwich para transferencia.  

 

 

- Inmunodetección  

 

 

Una vez terminada la transferencia se lavaron las membranas con TBS-tween® 0,1 

% durante 5-10 min para retirar un posible exceso de metanol. A continuación se 

incubó la membrana en una dilución adecuada de anticuerpo primario en una 

solución de BSA al 5 % que actúa como bloqueo de los puntos de unión inespecíficos. 

Las membranas se mantuvieron en incubación durante toda la noche a 4 ºC.  
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A continuación, se realizó el lavado de las membranas con TBS-tween® 0,1 % para 

retirar el exceso de anticuerpo primario, y se procedió a incubarlas con el anticuerpo 

secundario adecuado dependiendo de la fuente del anticuerpo primario.  

 

 

Anticuerpo primario  Anticuerpo Secundario Casa comercial Dilución  

Fosfo-p38MAPK (Thr180-

Tyr182) 

A. Mouse Santa Cruz 1:1000 

P38 A. Mouse Santa Cruz 1:1000 

Fosfo- JNK A. Mouse Cell signaling 1:1000 

Fosfo-ERK1/2 A. Rabbit Cell signaling 1:1000 

Fosfo c-JUN A. Rabbit Cell signaling 1:1000 

iNOS A. Rabbit Cell signaling 1:1000 

Monoclonal 

anti-β-tubulina 

A. Mouse Sigma-Aldrich, St 
Louis, MO, EE.UU. 

0,5:1000 

monoclonal  

β-actina 

A. Mouse Sigma-Aldrich, St 

Louis, MO, EE.UU. 

0,5:1000 

    

 

Para la reacción de detección quimioluminiscente se mezclan cantidades iguales de 

solución 1 y 2 del kit de detección (Amersham ECL Selec TM HARD) y (BioRad 

ClarityTM Western ECL substrate) en un soporte plano donde se incuba la 

membrana, con la cara de las proteínas en contacto con el reactivo, durante 1 min.  

Se elimina el exceso de líquido de la membrana colocándola sobre papel absorbente 

y se introduce en la máquina para revelar Chemidoc XRS Bio-Rad® situándola sobre 

la bandeja.  
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Las imágenes son procesadas mediante el empleo de un software específico para 

capturar imagenes digitales (ImageLab, Bio-Rad®) 

 

Las mediciones de quimioluminiscencia y los valores de semi-cuantitativos se 

obtuvieron usando el software correspondiente ImageLab, Quantity one (Bio-Rad) y 

los resultados se expresaron como un porcentaje con respecto al control. Las 

correspondiente β-actinas fueron tomadas para cada muestra y así, normalizar las 

diferencias en carga de gel. 

 

 Planificación experimental 

 

9.1. Fase experimental 1: Modelo inflamación. 

En esta primera fase se definió el modelo de inflamación glial con citoquinas 

proinflamatorias. En los cultivos de glía se valoró el efecto del tratamiento con IL-1β, 

IFN-γ, TNFα solas, en combinación por pares y las tres citoquinas juntas, con el fin 

de determinar la opción que produjera la mayor producción de óxido nítrico sin 

afectar la viabilidad celular. 

Una vez definido el modelo de inflamación, se procedió a determinar las vías 

moleculares implicadas en la producción de óxido nítrico activadas por las 

citoquinas. 

Teniendo en cuenta que experiencias previas del grupo de investigación se centraron 

en el estudio de la actividad anti-proliferativa de la melatonina sobre cultivos de 

células de neuroblastoma y que de estos primeros estudios se pudo valorar el 

potencial antiapoptótico de la melatonina en el contexto de un modelo in vitro 

(Pizarro et al., 2008), así como también se  estaba trabajando con leptina (Folch et 
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al., 2012)(Folch et al., 2013) y los efectos de éstas sobre la cognición y la 

neuroprotección cerebral, en esta primera fase de estudio se retomó el estudio de las 

funciones de la melatonina y leptina pero aplicado al cultivo primario de células de 

glía sometidos a activación glial a través de citoquinas pro-inflamatorias.  

Para el desarrollo de esta primera fase de estudio, se hicieron cultivos primarios de 

células de glía a partir de córtex de ratón de 3 días de nacidos (de acuerdo al 

protocolo descrito en el apartado 2 de este capítulo). Las células cultivadas fueron 

sometidas a tratamientos con dosis fisiológicas con melatonina y leptina solos y en 

combinación con las citoquinas proinflamatorias. Se determinó la viabilidad celular 

de los tratamientos (de acuerdo al protocolo descrito en el punto 4 de este capítulo), 

se valoró la producción de óxido nítrico en el medio de cultivo (de acuerdo al 

protocolo descrito en el punto 6 de este capítulo), se llevó a cabo la determinación 

de la inducción de iNOS y la activación de la vía p38 MAPK mediante la técnica 

western blot (la determinación de la concentración protéica y la realización del 

western blot se desarrollaron como se describe en el punto 7 y 8 de este capítulo). 

 

9.2. Fase experimental 2: Efecto de ácidos grasos 

 

Teniendo en cuenta que, las enfermedades neurodegenerativas tienen un 

componente inflamatorio (incluida la enfermedad de Alzheimer), que el grupo de 

investigación estaba trabajando un modelo de experimental de Alzheimer con dieta 

alta en grasa (principalmente a base de ácido palmítico) valorando el efecto de la 

dieta alta en grasas sobre la memoria dependiente del hipocampo (Pedrós et al., 

2014) (Petrov et al., 2015b) y que en la primera fase de este estudio se había definido 

un modelo de inflamación con citoquinas pro-inflamatorias, en la segunda fase de 

este trabajo se llevó a cabo la valoración del efecto de diferentes ácidos grasos sobre 

el modelo de inflamación definido en la primera fase experimental de esta tesis.  
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Para el desarrollo de esta segunda fase, se hicieron cultivos primarios de células de 

glía a partir de córtex de ratón de 3 días de nacidos (de acuerdo al protocolo descrito 

en el apartado 2 de este capítulo). Las células cultivadas fueron sometidas a 

tratamientos con dosis de ácidos grasos saturados y poliinsaturados a diferentes 

dosis y se determinó la viabilidad celular y la producción de óxido nítrico, para 

determinar las dosis que no afectaran la viabilidad celular y que pudieran tener un 

efecto anti-inflamatorio. Una vez definidas las dosis fisiológicas, se trataron las 

células con los ácidos grasos solos y en combinación con las citoquinas 

proinflamatorias, determinando nuevamente la viabilidad celular del tratamiento y 

el aumento o disminución en la producción de óxido nítrico. Posteriormente se llevó 

a cabo la determinación del aumento de la producción de iNOS y la activación de la 

vía p38 MAPK. 

La viabilidad celular de los tratamientos se realizó de acuerdo al protocolo descrito 

en el punto 4 de este capítulo. La producción de óxido nítrico se midió en el medio 

de cultivo como se describe en el punto 6. La determinación de la inducción de iNOS 

y la activación de la vía p38 MAPK se realizó mediante la técnica western blot (la 

determinación de la concentración protéica y la realización del western blot se 

desarrollaron como se describe en el punto 7 y 8 de este capítulo). 

 

 Análisis estadístico 

 

Los resultados se analizaron por ANOVA de un factor, seguido por la prueba post hoc 

de Bonferroni. Los análisis estadísticos se llevaron a cabo utilizando la versión 15 

SPSS (SPSS Sciences, Chicago, Illinois) y GraphPad Prim 5 (GraphPad Prism 5, La 

Jolla, CA, EE.UU.). La significancia estadística se definió como un valor p menor que 
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las diferencias con p <0,05 (*); P<0,01 (**) y p <0,001 (***) se consideraron 

significativos en cada experimento.
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 Fase experimental 1. Modelo inflamación. 

 

1.1. Efecto de las citoquinas sobre las células de glía. 

 

Tratamiento con citoquinas induce aumento de la producción de óxido 

nítrico (ON) en células de glía. 

 

Para determinar si las células gliales tratadas con citoquinas aumentan la producción 

de óxido nítrico, los cultivos primarios se trataron con diferentes citoquinas 

proinflamatorias, tales como TNFα, IL 1β e IFNγ. Los tratamientos se realizaron de 

forma individual, en combinaciones de dos citoquinas (TNFα – IFNγ, TNFα- IL 1β, IL 

1β- IFNγ) y con las tres citoquinas (TNFα- IL 1β- IFNγ). La determinación de la 

producción de óxido nítrico se llevó a cabo utilizando el reactivo de Griess, que mide 

el nitrito liberado en el medio de cultivo.  Sólo las combinaciones de TNFα – IFNγ; IL 

1β- IFNγ y TNFα- IL 1β- IFNγ mostraron una diferencia significativa de producción 

de óxido nítrico respecto al control.  Se obtuvo un incremento más significativo 

cuando las células se trataron con las tres citoquinas juntas (Gráfica 1). 

 

Se probó la síntesis de óxido nítrico a las 24, 48 y 72 horas en las células tratadas con 

TNFα- IL 1β- IFN. Los resultados mostraron un aumento progresivo de los niveles de 

óxido nítrico dependiente del tiempo. Teniendo en cuenta que la combinación de las 

tres citoquinas proinflamatorias fue el tratamiento que dio lugar a la mayor 

inducción de la producción de óxido nítrico, los siguientes experimentos se 

realizaron con este tratamiento (Gráfica 2). 

 

El cultivo celular se caracterizó utilizando anticuerpos específicos GAF, como 

marcador de astrocitos; IBA-1, marcador de células microgliales. Tras el tratamiento 
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con citoquinas se observó una activación de las células microgliales. También se 

realizó la tinción de Hoechst (azul) que también se utiliza para ver los núcleos de las 

células marcadas (Figura 16.). 

 

Vías moleculares implicadas en la producción de óxido nítrico activadas por 

las citoquinas. 

 

Como ya se dijo anteriormente en la introducción, las MAPKs desempeñan un papel 

importante en las vías de señalización que inducen las citoquinas proinflamatorias y 

el aumento de la iNOS en las células de glía. Para determinar qué vías moleculares 

fueron activadas por la combinación del tratamiento con citoquinas (TNFα- IL 1β- 

IFN) en la células de glía, se realizaron análisis de western blot en células que fueron 

expuestas al tratamiento con las tres citoquinas durante diferentes lapsos de tiempo 

(figura 17.) 

Los análisis de transferencia Western mostraron que la combinación de las tres 

citoquinas, TNF-IL1β-IFN, induce la activación de diferentes proteínas MAPK, 

específicamente JNK y su sustrato c-Jun en Ser73, y p38, en diferentes lapsos de 

tiempo. Sin embargo, no se observó hiperfosforilación de ERK1/2 en ningún 

momento, de acuerdo a estas condiciones experimentales específicas (Figura 

4). Estas activaciones se produjeron entre 30 minutos y 1 h después del 

tratamiento. Las vías pro-inflamatorias, tales como STAT-1 y STAT-3, se activaron 

después de 30 minutos de tratamiento con las citoquinas y también se observó una 

disminución en los niveles IKBα, lo que podría indicar la activación de NFkB. 
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Gráfica 1. Producción de óxido nítrico en cultivos de glía a 48 horas de tratamiento 

con diferentes citoquinas y sus diferentes combinaciones. Cada punto es la media ± 

SEM de tres experimentos independientes. (**, p<0.01; *** p<0.001 con respecto al 

control) 
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Gráfica 2. Producción de óxido nítrico en cultivos de glía en 24, 48 y 72 horas 

después del tratamiento con TNF-IL1β-IFNγ. Cada punto es la media ± SEM de tres 

experimentos independientes. (**, p<0.01; *** p<0.001 con respecto al control) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Imagen del cultivo glial caracterizado con dos marcadores gliales 

específicos: GFAP (astrocitos, verde), Iba 1 (microglía, rojo) y Hoechst (azul), que se 

utiliza para marcar los núcleos celulares.   
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Figura 17. Vías moleculares activadas por las citoquinas (TNFα- IL 1β- IFN). 

Transferencias de Western blot contra fosfo-JNK, fosfo c_JUN. Fosfo ERK1/2, fosfo 

STAT1, fosfo STAT3, fosfo IkBα y actividad de p38 a diferentes lapsos de tiempos de 

exposición con el tratamiento con citoquinas. Todas las transferencias se 

normalizaron con la actina. Para cada punto, se presenta el valor medio de tres 

experimentos independientes (*, P<0,05 con respecto al control). 
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1.2. Efecto de la melatonina sobre las células de glía. 

 

La melatonina disminuye la producción de ON mediada por citoquinas en las 

células gliales 

 

Cuando las células gliales fueron pre-tratadas con melatonina 1 hora antes del 

tratamiento con citoquinas proinflamatorias (TNFα- IL 1β- IFNγ), la producción de 

ON fue inhibido significativamente (Gráfica 3).  La producción del óxido nítrico fue 

determinado mediante la prueba de Griess. 

 

Para determinar si la disminución de la producción de ON en el cultivo de glía tratado 

con melatonina podría estar relacionado con los niveles de proteína iNOS, se hizo 

western blot contra iNOS y se observó que los niveles de la proteína estaban 

significativamente aumentados en el tratamiento con citoquinas y 

significativamente disminuidos en los que tuvieron un pre-tratamiento con 

melatonina 1 hora antes de la exposición a citoquinas. En conjunto, los datos actuales 

muestran que la melatonina inhibe la activación inflamatoria de las células gliales 

con respecto a la inducción de iNOS y la producción de ON. 

 

Para determinar los posibles efectos citotóxicos de la combinación del tratamiento 

de melatonina con citoquinas, se realizó la determinación de la viabilidad celular 

mediante el ensayo MTT para descartar que la disminución en la producción de ON 

fuera producto de la muerte de las células. (Gráfica 4). Se observa que la reducción 

de MTT para el pre-tratamiento con melatonina a 1mM, el tratamiento con las tres 

citoquinas (TNFα- IL 1β- IFNγ) y la combinación de la melatonina con las citoquinas, 

no mostraron diferencias significativas respecto al control.  
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La melatonina inhibe la ruta de señalización de p38 en las células gliales 

 

 

Para investigar si la inhibición de la inducción de iNOS y la disminución en la 

producción de ON estaba relacionada con las vías activadas por las citoquinas pro-

inflamatorias se examinó el efecto de la melatonina sobre JNK, c-Jun, fosfo ERK1 / 2 

y actividad de p38 MAPK. El pre-tratamiento con 1mM de melatonina antes de la 

incubación con citoquinas solamente inhibió la actividad de la p38 MAPK.  La 

fosforilación de JNK, ERK1/2 y c-JUN no se vio afectada (Figura 

18). Sorprendentemente, la melatonina sólo inhibe la actividad MAPK p38 en 

cultivos de células gliales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 3. A) Los niveles de nitrito a las 48 h en medio de cultivo de las células 

no tratadas (C), células tratadas con melatonina (1 mM), células tratadas con 

citoquinas (CK) y células tratadas con citoquinas y pretratadas con melatonina 
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antes del tratamiento con citoquinas Melatonina 1mM+ CK). La melatonina 

redujo significativamente los niveles de nitrito. B) Transferencia de Western 

contra iNOS a las 24 h de los diferentes tratamientos. Cada punto es la media 

± SEM de tres experimentos independientes. (***, p <0,001 con respecto al 

control del vehículo y ##, p <0,01 para las células pretratadas con melatonina 

con respecto a las células tratadas solo con citoquina). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 4. Tratamiento de cultivos de células gliales con citoquinas TNFα- 

IL1β-IFNγ y melatonina no induce muerte celular. Cada punto es la media ± 

SEM de tres o cuatro experimentos independientes. 
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Figura 18. Western blots contra fosfo JNK, fosfo c-Jun, fosfo ERK1 / 2 y 

actividad de p38 en 30 min y 1 h después del tratamiento con citoquinas con 

o sin pretratamiento con melatonina. Todas las transferencias de Western se 

normalizaron con la actina. Para cada punto, se presenta el valor medio de tres 

experimentos independientes. (*, P <0,05 con respecto al control del vehículo 

y #, p <0,05 con respecto a las células pretratadas con melatonina). 
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1.3. Efecto de la leptina sobre las células de glía. 

 

La leptina disminuye la producción de ON mediada por citoquinas en las 

células gliales 

 

Cuando las células gliales fueron pre-tratadas con leptina 1 hora antes del 

tratamiento con citoquinas proinflamatorias (TNFα- IL 1β- IFNγ), la producción de 

ON fue inhibido significativamente (Gráfica 5). La exposición de las células a 

diferentes concentraciones de leptina (50, 100 y 500 nM) durante 1 hora, antes del 

tratamiento con citoquinas redujo significativamente la producción de ON, siendo 

más efectiva la dosis de 500 nM en la disminución del ON. La producción del óxido 

nítrico fue determinado mediante la prueba de Griess. 

 

Para determinar los posibles efectos citotóxicos de la combinación del tratamiento 

de leptina con citoquinas, se realizó la determinación de la viabilidad celular 

mediante el ensayo MTT para descartar que la disminución en la producción de ON 

fuera producto de la muerte de las células. (Gráfica 6). Se observa que la reducción 

de MTT para el pre-tratamiento con leptina a 1mM, el tratamiento con las tres 

citoquinas (TNFα- IL 1β- IFNγ) y la combinación de la leptina con las citoquinas, no 

mostraron diferencias significativas respecto al control.  

 

Para determinar si la disminución de la producción de ON en el cultivo de glía tratado 

con leptina podría estar relacionado con los niveles de proteína iNOS, se hizo 

western blot contra iNOS. Como era de esperar, el tratamiendo con citoquinas indujo 

un marcado aumento de los niveles de iNOS en las células gliales, que se redujo 

significativamente mediante el tratamiento con leptina a 500 nM (Gráfica 7). En 
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conjunto, los datos actuales muestran que la leptina inhibe la activación inflamatoria 

de las células gliales con respecto a la inducción de iNOS y la producción de ON. 

 

La leptina inhibe la ruta de señalización de p38 en las células gliales 

 

Teniendo en cuenta que los resultados encontrados con melatonina sugirieron que 

la disminución de ON y de iNOS podría estar relacionada con la vía de p38 MAPK, se 

valoró el efecto de la leptina en la ruta de p38. Los resultados de la investigación 

muestran un aumento significativo en el contenido de la forma activa de p38 (fosfo-

P38 Thr180 / Tyr182) como resultado de la exposición a citoquinas, que puede ser 

revertida por el tratamiento previo de las células gliales con leptina (Gráfica 8). 
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Gráfica 5. Niveles de nitrito. La gráfica muestra un aumento significativo en los 

niveles de nitrito (µM) medidos por el método de Griess, en las células gliales 

después del tratamiento con citoquinas. La pre-incubación de los cultivos con 

Leptina durante 1 h antes de la exposición a citoquinas invierte parcialmente la 

producción de nitrito. La exposición a concentraciones de Leptina de 50, 100 y 500 

nM demostró una protección anti-inflamatoria, efecto dependiente de la dosis. La 

barra de control se tomó como 100%. Cada punto es la media ± SEM de tres o cuatro 

experimentos independientes (### p <0,001 cuando se compara citoquinas (CK) 

respecto al control; * P <0,05 y *** p <0,001 cuando se comparan Leptina+ citoquina 

(Lep+CK) [Lep que va desde 50 a 500 nM] con respecto al grupo CK). Cada punto es 

la media ± SEM de tres o cuatro experimentos independientes. 
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Gráfica 6. Tratamiento de cultivos de células gliales con citoquinas TNFα- IL1β-

IFNγ y leptina no induce muerte celular. Cada punto es la media ± SEM de tres o 

cuatro experimentos independientes 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 7. El contenido de iNOS en las células gliales después el tratamiento con 

citoquinas se incrementó significativamente. Se observa que el pretratamiento con 

leptina a 500 nM invierte este efecto. Los western blot fueron normalizados con 

actina. (### p <0,001 citoquina [CK] comparada con el control; ** p <0,01 cuando se 

compara Leptina [lep] solo y grupos Leptina+citoquinas [lep+CK] con respecto al 
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citoquinas [CK]. Las diferencias estadísticas se analizaron mediante ANOVA de una 

vía seguido por Bonferroni prueba post hoc. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 8. Transferencia western blot contra (A) fosfo-P38 (Thr180 / Tyr182) y (B) 

P38 total después de tratamiento con citoquinas [CK] y Leptina [lep]. Los resultados 

muestran que la pre-incubación con Leptina provoca una reducción significativa en 

el contenido de la forma fosfo-P38 activa. Todas las transferencias Western se 

normalizaron con Tubulina.  Cada punto es la media ± SEM de tres experimentos 

independientes (# p <0,05 y ### p <0,001 cuando se comparan grupo Citoquinas 

[CK] vs. control; ** p <0,01 cuando se compara Leptina sola solo y grupos Leptina + 

citoquina [lep+CK] con respecto a grupo citoquinas [CK]. Las diferencias estadísticas 

se analizaron mediante ANOVA de una vía seguido por la prueba post hoc de 

Bonferroni. 
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 Fase experimental 2. Ácidos grasos. 

 

2.1. Efecto del ácido docosahexaenoico (DHA) sobre las células de glía. 

 

Tratamiento con DHA a bajas concentraciones no induce apoptosis en células 

de glía. 

 

Para determinar los posibles efectos citotóxicos del DHA se trataron los cultivos 

primarios de células de glía con DHA a diferentes concentraciones micromolares 

(30µM, 60 µM, 90 µM, 120 µM, 150 µM, 200 µM, 400 µM, 600 µM y 800 µM). La 

determinación de la viabilidad celular se realizó mediante el ensayo de MTT.  

Después de 24 horas de incubación se observa que la reducción de MTT para las 

concentraciones más bajas de DHA no mostró diferencias significativas respecto al 

control. Sin embargo, las concentraciones de 600µM y 800µM mostraron una 

toxicidad significativa que aumentaba con la dosis, lo cual parece indicar que el DHA 

a elevadas concentraciones puede producir muerte en las células de glía (Gráfica 9.). 

 

 

 

Tratamiento con DHA a altas concentraciones aumenta la producción de ON 

mediada por citoquinas en células de glía. 

 

Para determinar si las células gliales tratadas con DHA aumentaban la producción de 

ON y a qué dosis, se trataron los cultivos primarios de células de glía con DHA a 

diferentes concentraciones micromolares (30µM, 60 µM, 90 µM, 120 µM, 150 µM, 

200 µM, 400 µM, 600 µM y 800 µM). La determinación de la producción de óxido 
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nítrico se llevó a cabo utilizando el reactivo de Griess. Las dosis más altas de DHA 

(600 µM y 800 µM) mostraron una diferencia significativa de producción de óxido 

nítrico respecto al control.  Esta producción de ON aumenta al incrementar la dosis 

de DHA a partir de 600 µM (Gráfica 10).  

 

Tratamiento con DHA a bajas concentraciones disminuye la producción de 

ON mediada por citoquinas en células de glía. 

 

Cuando las células gliales fueron pre-tratadas con DHA 4 horas antes del tratamiento 

con citoquinas proinflamatorias (TNFα- IL 1β- IFNγ), la producción de ON fue 

inhibido significativamente (Gráfica 11).  La producción del óxido nítrico fue 

determinado mediante la prueba de Griess. 

Para determinar los posibles efectos citotóxicos de la combinación del tratamiento 

combinado de DHA con citoquinas, se realizó la determinación de la viabilidad 

celular mediante el ensayo MTT para descartar que la disminución en la producción 

de ON fuera producto de la muerte de las células. (Gráfica 12). Se observa que la 

reducción de MTT para el pre-tratamiento con DHA a 60µ solo, el tratamiento con 

las tres citoquinas (TNFα- IL 1β- IFNγ) y la combinación de DHA60µM más 

citoquinas, no mostraron diferencias significativas respecto al control.  

Al observar que la viabilidad de las células no se ha alterado, es posible deducir que 

probablemente la disminución del ON se debe al pre-tratamiento de las células con 

DHA.  

Al realizar la tinción de Hoescht para marcar los núcleos, se observa que las 

citoquinas producen un aumento significativo de la fracción de células apoptóticas. 

Sin embargo, en las células tratadas con DHA + citoquinas los núcleos se conservan 

de una forma más parecida a los núcleos de las células correspondientes al control, 
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lo que significaría que probablemente el pre-tratamiento con DHA disminuye la 

formación de núcleos apoptóticos (Figura 19). 

 

Para determinar si la disminución de la producción de ON en el cultivo de glía tratado 

con DHA podría estar relacionado con los niveles de proteína iNOS, se realizaron 

western blot contra iNOS y se observó que los niveles de la proteína estaban 

significativamente aumentados en el tratamiento con citoquinas y se observó una 

disminución significativa de la proteína en los que tuvieron un pre-tratamiento con 

DHA antes de la exposición a citoquinas (Gráfica 13). En conjunto, los datos actuales 

muestran que quizás el DHA inhibe la activación inflamatoria de las células gliales 

con respecto a la inducción de iNOS y la producción de ON. 

 

Tratamiento con DHA inhibe la vía de señalización de p38 en las células de 

glía.  

La vía p38 desempeña papeles esenciales en la expresión de moléculas inflamatorias 

en varios tipos celulares incluyendo la microglía, en respuesta a una variedad de 

estímulos. Por lo tanto, para determinar si la inhibición en la inducción de iNOS y la 

producción de ON por DHA podría estar relacionada con la vía p38 MAPK, se examinó 

el efecto del DHA sobre la fosforilación y actividad inducida por citoquinas sobre p38 

MAPK. Se realizó el pretratamiento de las células de glía con DHA a 60µM 4 horas 

antes de la incubación con citoquinas. De acuerdo con lo observado en las 

transferencias de western blot se evidencia un aumento significativo del contenido 

de la forma activa de p38 (fosfo-P38 Thr180 / Tyr182) como resultado de la 

exposición a citoquinas, que puede ser revertida mediante el pretratamiento de 

células gliales con DHA (Gráfica 14). Estos resultados muestran que quizás DHA es 

capaz de inhibir la vía p38 MAPK. 
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Gráfica 9. Tratamiento de cultivos de células gliales con diferentes concentraciones 

de DHA no induce muerte celular a bajas concentraciones, sin embargo a altas 

concentraciones es citotóxico. Cada punto es la media ± SEM de tres experimentos 

independientes (*** P<0.0001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 10. Producción de Óxido Nítrico en cultivo de glía tratada con diferentes 

concentraciones de DHA. Cada punto es la media ± SEM de tres experimentos 

independientes (*** P<0.0001). 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
EFECTO DE LA MELATONINA, LEPTINA Y ÁCIDOS GRASOS: DOCOSAHEXAENOICO, EICOSAPENTAENOICO Y PALMÍTICO, 
EN LA MODULACIÓN DE LA INFLAMACIÓN EN CÉLULAS DE GLÍA 
Nohora Milena Martínez López 
 



 Capítulo 4. Resultados  

- 117 - 

 

C CK

DHA60
uM

DHA60
uM

+CK

0

50

100

150

%
 v

s 
C

o
n

tr
o

l

C CK

DHA60
uM

DHA60
uM

+C
K

0

2

4

6

8

10

***

###
N

it
ri

to
 (

u
M

)

   

 

  

 

 

 

 

 

Gráfica 11. Niveles de nitrito en medio de cultivo de células no tratadas [C], células 

tratadas solamente con citoquinas [CK], Células tratadas solamente con DHA durante 

4 horas [DHA 60µM],   y tratamiento combinado de DHA y citoquinas [DHA 60µM + 

CK] en cultivo de glía. Cada punto es la media ± SEM de tres experimentos 

independientes. (***, p <0,0001 con respecto al control del vehículo y 

###, p <0,0001 para las células pretratadas solo con CK con respecto a la células 

tratadas con 60µM +CK). 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 12. Tratamiento de cultivos de células gliales tratadas con DHA y citoquinas 

no induce muerte celular. No hay diferencias significativas respecto al control. Cada 

punto es la media ± SEM de tres experimentos independientes.  
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Figura 19. Imagen del cultivo glial caracterizado Hoechst (azul), que se utiliza para 

marcar los núcleos celulares.   
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Gráfica 13. Transferencia de Western blot contra iNOS para los diferentes 

tratamientos. Todas las transferencias se normalizaron con la actina. Cada punto es 

la media ± SEM de tres experimentos independientes. (***, p <0,0001; **, p<0,001 

con respecto al control del vehículo y ###, p <0,0001 para las células pretratadas 

con DHA con respecto a la células tratadas solamente con citoquinas). 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 14. Western blots contra (A) p38 total (Thr180/Tyr182) y (B) P- p38 

después del tratamiento con citoquina y DHA. Los resultados muestran una 

reducción significativa en el contenido de la forma fosfo-P38 activa como resultado 

de la preincubación con DHA. Todos los Western blot se normalizaron con actina. 
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Cada punto es la media ± SEM de tres experimentos independientes. (***, p <0,0001 

con respecto al control del vehículo y ###, p<0,0001 para las células pretratadas con 

DHA60µM con respecto a la células tratadas solamente con citoquinas. 
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 Efecto del ácido eicosapentaenoico (EPA) sobre las células de glía. 

 

Tratamiento con EPA a bajas concentraciones no induce apoptosis en células 

de glía 

 

Para determinar los posibles efectos citotóxicos del EPA se trataron los cultivos 

primarios de células de glía con EPA a diferentes concentraciones micromolares 

(30µM, 60 µM, 90 µM, 120 µM, 150 µM, 200 µM, 400 µM, 600 µM y 800 µM). La 

determinación de la viabilidad celular se realizó mediante el ensayo de MTT.  

Después de 24 horas de incubación se observa que la reducción de MTT para las 

concentraciones más bajas de EPA no presentó diferencias significativas respecto al 

control. Sin embargo, las concentraciones de 400µM, 600µM y 800µM mostraron un 

aumento significativo de la reducción de MTT que incrementaba con la dosis del 

ácido graso (Gráfica 15).  

 

Tratamiento con EPA a altas concentraciones aumenta la producción de ON 

mediada por citoquinas en células de glía. 

 

Para determinar si las células gliales tratadas con EPA aumentaban la producción de 

ON y a qué dosis, se trataron los cultivos primarios de células de glía con EPA a 

diferentes concentraciones micromolares (30µM, 60 µM, 90 µM, 120 µM, 150 µM, 

200 µM, 400 µM, 600 µM y 800 µM). La determinación de la producción de óxido 

nítrico se llevó a cabo utilizando el reactivo de Griess. Las dosis más altas de EPA 

(200µM, 400µM, 600µM y 800 µM) mostraron una diferencia significativa de 

producción de óxido nítrico respecto al control.  Esta producción de ON aumenta al 

incrementar la dosis de EPA a partir de 200 µM (Gráfica 16).  
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Tratamiento con EPA a bajas concentraciones disminuye la producción de ON 

mediada por citoquinas en células de glía. 

 

Cuando las células gliales fueron pre-tratadas con EPA 60µM 4 horas antes del 

tratamiento con citoquinas, la producción de ON fue inhibido significativamente 

(Gráfica 17). La producción del óxido nítrico fue determinado mediante la prueba de 

Griess. 

Para determinar los posibles efectos citotóxicos de la combinación del tratamiento 

de EPA con citoquinas, se realizó la determinación de la viabilidad celular mediante 

el ensayo MTT para descartar que la disminución en la producción de ON fuera 

producto de la muerte de las células. (Gráfica 18). Se observa que la reducción de 

MTT para el pre-tratamiento con solo EPA a 60µM, el tratamiento con las tres 

citoquinas y la combinación de EPA60µM más citoquinas, no mostraron diferencias 

significativas respecto al control.  

Al observar que la viabilidad de las células no se ha alterado, es posible deducir que 

probablemente la disminución del ON se debe al pre-tratamiento de las células con 

EPA.  

 

Al realizar la tinción de Hoescht para marcar los núcleos, se observa que las 

citoquinas producen un aumento significativo de la fracción de células apoptóticas. 

Sin embargo, en las células tratadas con el tratamiento combinado de EPA mas 

citoquinas, los núcleos se conservan de una forma más parecida a los núcleos de las 

células correspondientes al control, lo que significaría que probablemente el pre-

tratamiento con EPA disminuye la formación de núcleos apoptóticos (Figura 20). 
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Para determinar si la disminución de la producción de ON en el cultivo de glía tratado 

con EPA podría estar relacionado con los niveles de proteína iNOS, se realizaron 

western blot contra iNOS y se observó que los niveles de la proteína estaban 

significativamente aumentados en el tratamiento con citoquinas. También se 

evidenció una disminución significativa de la proteína en los que tuvieron un pre-

tratamiento con EPA antes de la exposición a citoquinas (Gráfica 19). Los datos 

actuales muestran que quizás el EPA inhibe la activación inflamatoria de las células 

gliales con respecto a la inducción de iNOS y la producción de ON. 

 

Tratamiento con EPA inhibe la vía de señalización de p38 en las células de 

glía  

 

Para determinar si la inhibición en la inducción de iNOS y la producción de ON 

observada en los tratamientos realizados con EPA podría estar relacionada con la vía 

p38 MAPK, se examinó el efecto del EPA sobre la fosforilación y actividad inducida 

por citoquinas sobre p38 MAPK. Se realizó el pretratamiento de las células de glía 

con EPA a 60µM 4 horas antes de la incubación con citoquinas. De acuerdo con lo 

observado en las transferencias de western blot se evidencia un aumento 

significativo del contenido de la forma activa de p38 (fosfo-P38 Thr180 / Tyr182) 

como resultado de la exposición a citoquinas, que puede ser revertida mediante el 

pretratamiento de células gliales con EPA (Gráfica 20). Estos resultados muestran 

que quizás EPA es capaz de inhibir la vía p38 MAPK. 
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Gráfica 15. Tratamiento de cultivos de células gliales con diferentes concentraciones 

de EPA no induce muerte celular. Sin embargo, a medida que aumenta la 

concentración de EPA, aumenta significativamente la reducción de MTT (*** 

P<0.0001). Cada punto es la media ± SEM de tres experimentos independientes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 16. Producción de Óxido Nítrico en cultivo de glía tratada con diferentes 

concentraciones de EPA. Cada punto es la media ± SEM de tres experimentos 

independientes (*** P<0.0001). 
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Gráfica 17.  Niveles de nitrito en medio de cultivo de células no tratadas [C], células 

tratadas solamente con citoquinas [CK], Células tratadas solamente con EPA durante 

4 horas [EPA 60µM],   y tratamiento combinado de EPA y citoquinas [EPA 60µM + 

CK] en cultivo de glía. Cada punto es la media ± SEM de tres experimentos 

independientes. (***, p <0,0001 con respecto al control del vehículo y 

###, p <0,0001 para las células pretratadas solo con CK con respecto a la células 

tratadas con EPA60µM +CK). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 18. Tratamiento de cultivos de células gliales tratadas con EPA60μM y 

citoquinas no induce muerte celular. No hay diferencias significativas respecto al 

control. Cada punto es la media ± SEM de tres experimentos independientes.  
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Figura 20. Imagen del cultivo glial caracterizado Hoechst (azul), que se utiliza para 

marcar los núcleos celulares.   
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Gráfica 19. Transferencia de Western blot contra iNOS para los diferentes 

tratamientos. Todos los Western blot se normalizaron con actina. Cada punto es la 

media ± SEM de tres experimentos independientes. (***, p <0,0001; *, p<0,05 con 

respecto al control del vehículo y ##, p <0,0001 para las células pretratadas con 

EPA60µM con respecto a la células tratadas solamente con citoquinas). 

 

 

 

  

 

 

 

Gráfica 20. Western blots contra (A) p38 total (Thr180/Tyr182) y (B) P- p38 

después del tratamiento con citoquina y EPA. Los resultados muestran una 

reducción significativa en el contenido de la forma fosfo-P38 activa como resultado 

de la preincubación con EPA. Todos los Western blot se normalizaron con actina. 

Cada punto es la media ± SEM de tres experimentos independientes. (***, p <0,0001 

con respecto al control del vehículo y ###, p<0,0001 para las células pretratadas con 

EPA60µM con respecto a la células tratadas solamente con CK. 
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 Efecto del ácido palmítico (AP) sobre las células de glía. 

 

Tratamiento con AP a bajas concentraciones no induce apoptosis en células de 

glía 

 

Para determinar los posibles efectos citotóxicos del AP se trataron los cultivos 

primarios de células de glía con AP a diferentes concentraciones micromolares 

(30µM, 60 µM, 90 µM, 120 µM, 150 µM, 200 µM, 400 µM, 600 µM y 800 µM). La 

determinación de la viabilidad celular se realizó mediante el ensayo de MTT.  

Después de 24 horas de incubación se observa que la reducción de MTT para las 

concentraciones más bajas de AP no presentó diferencias significativas respecto al 

control. Sin embargo, las concentraciones de 600µM y 800µM mostraron una 

toxicidad significativa que aumentaba con la dosis, lo cual parece indicar que el AP a 

elevadas concentraciones puede producir muerte en las células de glía (Gráfica 21). 

 

Tratamiento con AP a altas concentraciones aumenta la producción de ON 

mediada por citoquinas en células de glía. 

 

Para determinar si las células gliales tratadas con AP aumentaban la producción de 

ON y a qué dosis, se trataron los cultivos primarios de células de glía con AP a 

diferentes concentraciones micromolares (30µM, 60 µM, 90 µM, 120 µM, 150 µM, 

200 µM, 400 µM, 600 µM y 800 µM). La determinación de la producción de óxido 

nítrico se llevó a cabo utilizando el reactivo de Griess. Las dosis más altas de AP (400 

µM, 600 µM y 800 µM) mostraron una diferencia significativa de producción de óxido 

nítrico respecto al control.  Esta producción de ON aumenta al incrementar la dosis 

de AP a partir de 400 µM (Gráfica 22).  
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Tratamiento con AP a bajas concentraciones no tiene efecto sobre la 

producción de ON mediada por citoquinas en células de glía. 

 

Cuando las células gliales fueron pre-tratadas con AP a 60µM 4 horas antes del 

tratamiento con citoquinas, la producción de ON no fue inhibido por el ácido 

palmítico y la cantidad de producción de ON entre las citoquinas y el tratamiento 

combinado entre ácido palmítico más citoquinas no presentaron diferencias 

significativas. Sin embargo, la producción de ON en las células tratadas con citoquina 

y el tratamiento combinado entre ácido palmítico y citoquina aumentaron 

significativamente la producción de ON con respecto al control (Gráfica 23). La 

producción del óxido nítrico fue determinado mediante la prueba de Griess. 

Para determinar los posibles efectos citotóxicos de la combinación del tratamiento 

de AP con citoquinas, se realizó la determinación de la viabilidad celular mediante el 

ensayo MTT para determinar si hubo muerte en las células de glía (Gráfica 24). Se 

observa que la reducción de MTT para el pre-tratamiento con AP a 60µM solo, el 

tratamiento con las tres citoquinas y la combinación de AP60µM más citoquinas, no 

mostraron diferencias significativas respecto al control.  

 

Para determinar si la producción de ON en el cultivo de glía tratado con AP podría 

estar relacionado con los niveles de proteína iNOS, se realizaron western blot contra 

iNOS y se observó que los niveles de la proteína estaban significativamente 

aumentados en las células tratadas solo con citoquinas y en las que tuvieron un pre-

tratamiento con AP antes de la exposición a citoquinas (Gráfica 25). Los datos 

actuales muestran que el AP no inhibe la activación inflamatoria de las células gliales 

con respecto a la inducción de iNOS y la producción de ON cuando se combina con 

citoquinas proinflamatorias. 
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Tratamiento con AP activa la vía de señalización de p38 en las células de glía  

 

Para determinar si la inducción de iNOS y la producción de ON observada en los 

tratamientos realizados con AP podrían estar relacionada con la vía p38 MAPK, se 

examinó el efecto del AP sobre la fosforilación y actividad inducida por citoquinas 

sobre p38 MAPK. Se realizó el pretratamiento de las células de glía con AP a 60µM 4 

horas antes de la incubación con citoquinas. De acuerdo con lo observado en las 

transferencias de western blot se evidencia un aumento significativo del contenido 

de la forma activa de p38 (fosfo-P38 Thr180 / Tyr182) como resultado de la 

exposición a citoquinas, sin que sea atenuada o revertida mediante el pretratamiento 

de células gliales con AP (Gráfica 26). Estos resultados muestran que quizás AP no 

inhibe la activación de la vía p38 MAPK en presencia de citoquinas, así como tampoco 

muestra un efecto activador de la vía cuando se exponen las células al AP (60µM) de 

acuerdo a las condiciones experimentales de este estudio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 21. Tratamiento de cultivos de células gliales con diferentes 

concentraciones de AP no induce muerte celular a bajas concentraciones, sin 

embargo a altas concentraciones es citotóxico (* P<0.05). Cada punto es la media ± 

SEM de tres experimentos independientes. 
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Gráfica 22. Producción de Óxido Nítrico en cultivo de glía tratada con diferentes 

concentraciones de AP. Cada punto es la media ± SEM de tres experimentos 

independientes (**, P<0.01; ***, P<0.0001). 

   

 

  

 

 

 

 

 

Gráfica 23. Niveles de nitrito en medio de cultivo de células no tratadas [C], células 

tratadas solamente con citoquinas [CK], Células tratadas solamente con AP durante 

4 horas [AP 60µM],   y tratamiento combinado de AP y citoquinas [AP 60µM + CK] en 

cultivo de glía. Cada punto es la media ± SEM de tres experimentos 

independientes. (***, p <0,0001 con respecto al control del vehículo). No hay 

diferencias significativas entre las células pretratadas solo con CK con respecto a la 

células tratadas con AP60µM +CK. 
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Gráfica 24. Tratamiento de cultivos de células gliales tratadas con AP y citoquinas 

no induce muerte celular. No hay diferencias significativas respecto al control 

(P>0,05). Cada punto es la media ± SEM de tres experimentos independientes. 

 

 

 

  

  

 

 

  

Gráfica 25. Transferencia de Western blot contra iNOS para los diferentes 

tratamientos. Cada punto es la media ± SEM de tres experimentos 

independientes. (*, p <0,05; con respecto al control del vehículo). 
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Gráfica 26. Western blots contra (A) p38 total (Thr180/Tyr182) y (B) P- p38 

después del tratamiento con citoquina y AP. Los resultados no muestran ninguna 

reducción en el contenido de la forma activa de P-P38 como resultado de la 

preincubación con AP. Todos los Western blot se normalizaron con actina. Cada 

punto es la media ± SEM de tres experimentos independientes. (**, p <0,005 con 

respecto al control del vehículo).  
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Efecto de las citoquinas pro-inflamatorias en la producción de óxido nítrico en 

cultivos de glía. 

 

El cerebro es un órgano importante que controla las funciones de todos los otros 

órganos en el cuerpo humano a través de la conectividad neuronal y la transmisión 

de la señal neuronal. Sin embargo, el sistema nervioso central es la estructura más 

compleja y sigue siendo muy poco conocida.  En las enfermedades 

neuroinflamatorias los circuitos neuronales en el sistema nervioso central y sus 

funciones se ven afectados (Busche and Konnerth, 2016). Para el funcionamiento 

normal del cerebro, éste depende de las estrechas interacciones que se establecen 

entre las neuronas y las células gliales tanto durante el desarrollo, como en el cerebro 

adulto. La interacción entre estas dos poblaciones celulares es esencial en la 

respuesta del sistema nervioso central en condiciones patológicas (Polazzi and 

Contestabile, 2002)(Chen and Swanson, 2003).  

 

La glía es capaz de responder al daño neuronal con cambios morfológicos y 

funcionales constituyendo lo que se denomina activación glial o glía reactiva. Se ha 

sugerido que la activación glial contribuye a la disfunción neuronal y a la 

consecuente muerte neuronal en enfermedades neurodegenerativas (Eddleston and 

Mucke, 1993)(Kreutzberg, 1996)(González-Scarano and Baltuch, 1999)(B. Liu and 

Hong, 2003). Se desconoce la naturaleza de las señales que inducen la activación glial 

en respuesta al daño neuronal y es cuestionado el papel nocivo o beneficioso de la 

glía reactiva para las neuronas. Se sabe que la glía reactiva es capaz de producir 

factores de crecimiento, citoquinas, ON y neuropéptidos que pueden tener efectos 

tanto sobre las neuronas como sobre las propias células gliales y que pueden estar 

relacionados con procesos de neuroprotección o de neurodegeneración (G Raivich 

et al., 1999) (Streit et al., 1999).  
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Se ha propuesto que en presencia de daño neuronal tanto el contacto directo entre 

las neuronas y las células gliales, como los factores solubles que secretan las 

neuronas dañadas, juegan un papel relevante en la respuesta frente a un estímulo 

(Neumann, 2001). La activación de las células gliales después de una lesión neuronal 

principalmente refleja un mecanismo de respuesta cuyo objetivo primordial es la 

neuroprotección. Sin embargo, cuando se pierde la comunicación específica entre las 

neuronas dañadas y las células gliales se genera una activación excesiva que conlleva 

a un estado de inflamación persistente, y como consecuencia, induce y/o exacerba la 

neurodegeneración (Streit, 1996)(Bruce-Keller, 1999)(Streit et al., 1999)(Streit, 

2002)(Hanisch, 2002b).  

 

Debido a lo complejo que puede llegar a ser el estudio de los mecanismos 

moleculares implicados en la activación glial in vivo, se han desarrollado distintos 

modelos experimentales de activación glial in vitro. Es posible utilizar diferentes 

tipos de cultivos para estudiar las funciones de las células gliales. Sin embargo, para 

este estudio se utilizó el cultivo mixto de glía el cual fue sometido a un tratamiento 

con citoquinas pro-inflamatorias para inducir la activación glial. Se buscó una 

concentración de citoquinas que fuera capaz de producir cambios reactivos en las 

células gliales, para lo cual se utilizaron como activadores de la glía las citoquinas 

TNFα, IL-1β e IFN-γ, con el fin de inducir una respuesta inflamatoria celular y valorar 

el efecto de la misma sobre el cultivo de glía, así como estudiar las vías de 

señalización que activan estas citoquinas proinflamatorias.  

Se sabe que la inflamación es un mecanismo de protección en el cuerpo que funciona 

para la reparación, regeneración y extracción de tejidos y células dañadas o agentes 

infecciosos, parásitos o toxinas del cuerpo (Kulkarni et al., 2016).  Del mismo modo, 

la neuroinflamación es un mecanismo de protección para restaurar las células gliales 

dañadas y células neuronales en el sistema nervioso central. Está mediada por la 
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microglía, astrocitos, neuronas, células T, neutrófilos, mastocitos, y mediadores 

inflamatorios liberados a partir de estas células(Shabab et al., 2017) . A diferencia de 

otras células, una vez que las neuronas son dañadas o degeneradas, son incapaces de 

ser reparadas o regeneradas en el  sistema nervioso central (Ransohoff, 2016b).  

La neuroinflamación es inicialmente una respuesta protectora en el cerebro, pero el 

exceso de respuestas inflamatorias son perjudiciales e inhiben la regeneración 

neuronal (Russo and McGavern, 2016). De hecho, la neuroinflamación crónica juega 

un papel importante en la aparición y progresión de enfermedades 

neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer,  enfermedad de Parkinson y 

la Esclerosis Múltiple , entre otras (Chen et al., 2016b).  

 

Cuando hay una reacción inflamatoria las células gliales se activan (principalmente 

microglía y astrocitos) llegando a producir factores neurotóxicos que contribuyen a 

la lesión neuronal. Dentro de esos factores se encuentran las citoquinas pro-

inflamatorias, el óxido nítrico, las especies reactivas de oxígeno y el aumento de 

glutamato.  En ese proceso de activación glial, los niveles excesivos de óxido nítrico 

se generan a través del aumento de la expresión de la óxido nítrico sintasa inducible 

(iNOS), principalmente como resultado de la actividad de la microglía.  

 

Los altos niveles en la expresión de iNOS en glía produce un aumento del óxido 

nítrico (ON) lo que inhibe la respiración neuronal, dando como resultados una 

despolarización neuronal y liberación de glutamato, seguida de excitotoxicidad y 

liberación de glutamato a partir de los astrocitos mediante la liberación vesicular 

dependiente de calcio. La hipoxia sinergiza fuertemente con la expresión de iNOS 

para inducir la muerte neuronal porque el ON inhibe la citocromo oxidasa en 

competencia con oxígeno (Brown, 2007).  La elevada cantidad de producción de ON 

es perjudicial para las neuronas, ya que es un radical libre que inducen 

modificaciones de la proteína por medio de nitrosilación y nitración (G. C. Brown, 
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2010a). Los altos niveles de ON ejercen sus efectos tóxicos a través de múltiples 

mecanismos, incluyendo la peroxidación lipídica, daño mitocondrial, la nitración de 

proteínas y la oxidación, el agotamiento de las reservas de antioxidantes, la 

activación o inhibición de diversas rutas de señalización, y el daño del ADN. Por lo 

anterior, la activación de la iNOS en las células gliales constituye un evento crítico en 

los trastornos neurodegenerativos mediados por la inflamación (SAHA and PAHAN, 

2006a). 

En este estudio los cultivos primarios de glía fueron tratados con citoquinas pro 

inflamatorias (TNFα, 20ng/ ml; IL1β, 20ng/ml; IFNγ20ng/ml) porque como se ha 

dicho anteriormente, un mediador citotóxico son las citoquinas proinflamatorias, 

principalmente factor de necrosis tumoral-alfa (TNFα), Interleucina 1-beta (IL-1β), 

e interferón-gamma (IFN-γ),  que son responsables de la inducción de iNOS en las 

células gliales y exageran el aumento de la producción de ON, que es probablemente 

uno de los principales mediadores de la pérdida de células neuronales (Chen et al., 

2009)(Saha and Pahan, 2006).  

Al medir la producción de ON mediada por las citoquinas proinflamatorias, se 

demostró que (aunque todas las citoquinas aumentan la producción de ON) es mayor 

el efecto en la producción de ON cuando se utilizan tratamientos combinados de 

estas tres citoquinas proinflamatorias y que dicho efecto aumenta a medida que 

aumenta el tiempo de exposición a las citoquinas. Con la tinción de GAP e Iba-1, se 

evidenció que estas tres citoquinas son capaces de activar tanto los astrocitos como 

la microglía, lo que explicaría el aumento en la producción de ON. La liberación de 

nitrito después de la activación glial por las citoquinas pro-inflamatorias puede ser 

un potencial evento patológico responsable de la degeneración neuronal en 

neuronas vecinas (Brown, 2007)(Brown and Neher, 2010a)(Sastre et al., 

2006a)(Verkhratsky, 2010).  
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En este estudio se investigaron las vías de moleculares implicadas en la generación 

de ON por las citoquinas pro-inflamatorias en las células gliales, encontrando que las 

citoquinas desencadenan la activación de varias vías tales como la JNK y p38 quinasa, 

que son conocidos por estar íntimamente involucrados en el proceso inflamatorio y 

la apoptosis, además de contribuir a la activación glial (Naruishi et al., 2003)(Pawate 

and Bhat, 2006). Además, se encontró un aumento significativo en la fosforilación de 

STAT1 y STAT3.  Igualmente los niveles de IkBα disminuyeron, lo que indica la 

activación de NFkB. Es importante tener en cuenta que las proteínas de la familia 

NFkB son factores de transcripción que regulan la expresión de genes involucrados 

en diferentes procesos inmunitarios e inflamatorios,  así como procesos 

relacionados con el crecimiento, desarrollo y regulación de la muerte neuronal. La 

activación de NFkB es el resultado de la fosforilación de IkB por el complejo IKK. Los 

inductores de la actividad de NFkB pueden ser especies reactivas de oxígeno (ROS), 

factores de necrosis tumoral, interleuquina 1-beta, lipopolisacárido bacterial, entre 

otros. La activación de genes por NFkB puede desencadenar respuestas 

inflamatorias o inmunes, respuestas de supervivencia celular o proliferación celular. 

 

Efecto de la melatonina sobre las células de glía. 

 

En diferentes estudios la melatonina ha demostrado ser eficaz en la protección 

contra casi todos los modelos experimentales de enfermedades neurodegenerativas 

y el deterioro cognitivo(Feng and Zhang, 2004)(Borah and Mohanakumar, 

2009)(Bondy et al., 2010)(Ionov et al., 2011)(Borah and Mohanakumar, 2009). Los 

posibles efectos neuroprotectores de la melatonina pueden residir en sus funciones 

fisiológicas que incluyen propiedades antioxidantes, interacciones con las rutas de 

señalización intracelulares, regulación de la supervivencia celular o genes de 

apoptosis, y función mitocondrial (Carpentieri et al., 2012)(Jeong et al., 2012).  En 
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este estudio de evaluó el potencial anti-inflamatorio de la melatonina en cultivos de 

células gliales tratados con tres citoquinas pro-inflamatorias (TNFα, IL-1β e IFN-γ) 

demostrando que la melatonina contrarresta la expresión de iNOS y la producción 

de ON inducida por las citoquinas pro-inflamatorias. Este efecto inmunomodulador 

de la melatonina sobre la activación de células gliales podría explicar en parte su 

papel central en la acción neuroprotectora cerebral. El estudio de los efectos de la 

melatonina en las células gliales es particularmente importante, teniendo en cuenta 

la coexistencia de las neuronas y la glía en el cerebro. Las interacciones de los 

diferentes tipos de células en condiciones perjudiciales tienen un papel importante, 

ya que pueden favorecer el proceso de muerte celular o neuroprotección. 

Varios estudios han descrito previamente que la melatonina puede regular la 

inducción de iNOS en diversos modelos tales como en la línea celular C6 astrocitoma 

después del tratamiento con la neurotoxina MPTP parkinsoniana, en los tejidos 

renales, y en el hígado de SAMP8(I.-C. Lee et al., 2012)(Niranjan et al., 2010). La 

melatonina también ha sido utilizada para diseñar y sintetizar nuevas familias de 

compuestos que actúan como inhibidores de la iNOS y como potenciales fármacos 

neuroprotectores (Camacho et al., 2012). 

Teniendo en cuenta que las citoquinas pro-inflamatorias activan las vías 

relacionadas con la JNK y p38 quinasa y aumentan los niveles de IkBα, lo que indica 

la activación de NFkB, en el presente estudio, se demostró que la melatonina sólo fue 

capaz de inhibir la MAPK p38 específicamente, sin afectar a las otras vías. La familia 

p38 MAPK se compone de proteínas quinasas de serina/treonina dirigida por prolina 

altamente conservadas que se activan en respuesta a las señales inflamatorias.  

Es importante tener en cuenta que se está prestando cada vez más atención al papel 

potencial de la p38 MAPK en la apoptosis neuronal. Se ha demostrado en varios 

estudios recientes que el aumento de la actividad de p38 MAPK desempeña un papel 

crucial en la muerte neuronal en respuesta al estímulos de estrés (Li et al., 2015)(W. 

Wang et al., 2015)(Takeda and Ichijo, 2002) 
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Estudios anteriores han demostrado que las MAPKs están implicadas en la inducción 

de iNOS mediada por citoquinas en astrocitos, oligodendrocitos y células 

microgliales. También se encontró que la p38 MAPK juega un papel importante en la 

expresión génica de  NOS2 en respuesta a citoquinas y algunos estímulos, tales como 

Taxol (Bhat et al., 2002a)(Bhat et al., 1999a). Tanto la p38 MAPK y la ruta de la JNK 

podrían funcionar en paralelo en el proceso de activación glial. Por lo tanto, en el 

presente estudio, los datos indican que, en las células gliales, múltiples mecanismos 

pueden contribuir a la expresión de iNOS, incluyendo la activación de MAPKs y 

NFκβ; sin embargo, la melatonina sólo inhibe específicamente p38. 

Este estudio muestra que las citoquinas pro-inflamatorias activan las células gliales 

incrementando la producción de ON a través de una activación sostenida de las vías 

MAPK. Sin embargo, tras el tratamiento con citoquinas pro-inflamatorias, la 

melatonina sólo impide significativamente la activación de MAPK p38 lo suficiente 

como para reducir la expresión de iNOS y la posterior liberación de nitrito. Los 

resultados del estudio sugieren que, además de las bien conocidas propiedades como 

eliminadora de radicales libres, la melatonina posee efectos neuroprotectores que 

también pueden ser mediados por la inhibición en la liberación de nitrito por células 

gliales a través de la inhibición de la expresión de iNOS. Por esa razón, se propone 

que esta hormona puede ser una estrategia terapéutica prometedora en los 

trastornos asociados a la neuroinflamación. 

 

Efecto de la leptina sobre las células de glía. 

 

La leptina es una adipoquina que se sintetiza principalmente en el tejido adiposo. La 

leptina circulante atraviesa la barrera hematoencefálica (BHE) en el cerebro, donde 

ejerce funciones clave en la regulación fisiológica de la ingesta de alimentos, la 

homeostasis de la glucosa y el gasto energético. Estudios anteriores han informado 

que la leptina también tiene efectos  neuroprotectores en la enfermedad de 
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Alzheimer a través de la inhibición de BACE1 y GSK3β y afecta los procesos de 

memoria (Arnoldussen et al., 2014). La leptina también está implicada en la 

inflamación sistémica que se asocia con la obesidad (Borges et al., 

2015b)(Fernández-Riejos et al., 2010)(Otero et al., 2006). Se ha descrito que la 

leptina desempeña un papel en la activación del sistema inmunológico y es 

mediadora de la inflamación. Existe una evidencia creciente de que la leptina está 

implicada en la patogénesis de enfermedades inflamatorias autoinmunes. En este 

contexto, la leptina puede ser uno de los mediadores responsables de la inflamación 

sistémica que puede estar presente en patologías crónicas asociadas al síndrome 

metabólico como la aterosclerosis, asociada a la obesidad, especialmente obesidad 

central. 

Los resultados de la presente investigación muestran una actividad anti-inflamatoria 

significativa de la leptina contra tratamientos realizados con citoquinas TNFα, IL1β 

y IFNγ, en cultivos de células gliales de crías de ratón C57BL/6J.  En el estudio se 

describe una reducción significativa en la producción de ON, a partir de nitrito 

medido liberado en el medio de cultivo, usando el reactivo de Griess, y relacionado 

con la exposición a leptina.  Algunos informes evidencian una relación controversial 

entre la leptina y el estrés oxidativo, pero sugieren una posible interacción de 

especies reactivas de oxígeno y leptina en la regulación de metabolismo de la energía 

en la obesidad. Existe una creciente evidencia de que el estado inflamatorio crónico 

de bajo grado, asociado con la obesidad, podría desempeñar un papel clave en la 

interrupción de señalización de la leptina (Sáinz et al., 2015)(Sáinz et al., 2015). Los 

resultados de este estudio sugieren que el efecto inmunomodulador de la leptina en 

la activación de células gliales través de la inhibición de iNOS podría explicar en parte 

su papel central en la acción neuroprotectora cerebral. ON producido por iNOS 

parece ser un mediador clave de la activación glial que induce la muerte neuronal 

(Bhat et al., 2002b)(Sastre et al., 2006b)(Ji and Suter, 2007). Este estudio ha 

demostrado que la leptina inhibe la sobreexpresión de iNOS y la producción de NO 
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inducida por citoquinas pro-inflamatorias. La inhibición observada es proporcional 

a la concentración leptina y puede estar relacionado con el efecto de la leptina en la 

vía de p38 MAPK.  Los efectos inhibidores de la leptina sobre la actividad de iNOS 

podrían ser importantes para prevenir el daño oxidativo en la mitocondria y la 

activación concomitante de la apoptosis, dando apoyo al potencial antioxidante de 

este compuesto y a su aplicación potencial en el tratamiento de trastornos 

neurológicos. 

Varios estudios preclínicos sugieren que la leptina tiene acciones neuroprotectoras 

mediante la inhibición de la muerte celular por apoptosis, la prevención de la 

citotoxicidad glutamatérgica y la protección contra el estrés oxidativo  (Otero et al., 

2006). 

En general, los datos sugieren que la leptina actúa como un factor anti-inflamatorio 

y anti-apoptótico en las células gliales expuestas a citoquinas pro-inflamatorias, 

ejerciendo su función a diferentes niveles: actúa sobre la vía de p38 MAPK y la 

reducción de su actividad y la producción de ON. 

 

Efecto de los ácidos grasos en células de glía. 

 

- Efecto de los áctidos grasos en la viabilidad celular y producción de óxido 

nítrico en células de glía. 

 

El cerebro es un órgano muy sensible a los mediadores inflamatorios. Hay datos que 

indican que las citoquinas específicamente pueden tener efectos adversos 

clínicamente significativos en la cognición y la homeostasis neuronal(Wilson et al., 

2002)(Akiyama et al., 2000.)  Citoquinas como TNF, IL-1β y IL-6 pueden interrumpir 

rutas implicadas en la cognición y la memoria(Bellinger et al., 1995)(Jankowsky and 

Patterson, 1999).  Los ácidos grasos saturados de cadena larga pueden activar 

respuestas inmunes inflamatorias e innatas en el cuerpo (Averill and Bornfeldt, 
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2009)(Kennedy et al., 2008), se ha demostrado que el ácido palmítico desencadena 

la inflamación en macrófagos cultivados (Laine et al., 2007b) y puede modular el 

procesamiento de amiloide en las neuronas y astrocitos  (Patil and Chan, 

2005b)(Patil et al., 2006b).  

 

Algunos estudios muestran que la exposición a ácido palmítico aumenta la expresión 

de citoquinas proinflamatorias y óxido nítrico sintasa inducible (iNOS), óxido nítrico 

y especies reactivas de oxígeno en células microgliales (Cayla M Duffy et al., 2015b) 

y puede desencadenar la producción de mediadores pro-inflamatorios que 

contribuyen a la muerte neuronal(Wang et al., 2012b) (Cayla M Duffy et al., 2017).  

 

Por otra parte, la evidencia acumulada indica que el ácido eicosapentaenoico y el 

ácido docosahexaenoico (EPA / DHA), que son ácidos grasos poliinsaturados omega 

3 (n3), tienen una variedad de actividades biológicas tales como antioxidante y anti-

inflamatoria lo que les confiere efectos protectores en diferentes tipos de células. Las 

actividades antiinflamatorias y antiapoptóticas del DHA y EPA han sido demostradas 

en resultados de diferentes modelos experimentales (Bousquet et al., 2011)(Vines et 

al., 2012)(Molinar-Toribio et al., 2015). 

 

Las propiedades anti-inflamatorias del DHA y EPA son ejercidas a través de diversos 

mecanismos dentro de los que se incluyen las alteraciones en la fluidez de la 

membrana, la síntesis de eicosanoides y el receptor de persoxisoma proliferador 

activado (PPAR). Si estos cambios ocurren en las células inflamatorias, esto 

finalmente resultará en la reducción de la síntesis o detrimento de mediadores 

inflamatorios tales como el óxido nítrico (ON), factor de necrosis tumoral alfa, α 

(TNF-α), interleuquina (IL)-1β, IL-6, prostaglandina-E 2 (PGE 2 ) y leukotriene-B4 

(LTB 4 ) (CALDER, 2004) 
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DHA y EPA son precursores de protectinas y resolvinas que tienen efectos 

antiinflamatorios (Mori et al., 2017) y estos ácidos grasos son capaces de suprimir la 

inducción de iNOS y la producción de ON (Araki et al., 2011)(Kondreddy and 

Kamatham, 2016)  .  

 

En este estudio se ha demostrado que el AP, el DHA y el EPA tienen diferentes efectos 

sobre la viabilidad celular, y la modulación de la producción de óxido nítrico.  Los 

resultados muestran que bajas concentraciones de los tres ácidos grasos no generan 

muerte de las células gliales. Sin embargo, concentraciones mayores de 600µM 

disminuyen la conversión de MTT a formazán tanto en AP como en DHA, lo que 

sugiere que estas dosis de los dos ácidos grasos inducen algún grado de disfunción 

mitocondrial o citotoxicidad, aspecto que se encuentra en consonancia con los 

resultados encontrados por el estudio realizado por Veszelka et al 2013, en donde 

dosis de DHA a 300µM dió como resultado una disminución significativa en la 

conversión de MTT células de glía(Veszelka et al., 2013b).  

 

EPA tuvo un comportamiento diferente ya que los resultados muestran que a 

concentraciones mayores a 400 µM la conversión de MTT a formazán aumento 

significativamente y que este aumento fue proporcional al aumento de la dosis de 

EPA, lo cual plantea la pregunta sobre si es posible que (bajo las condiciones 

experimentales aplicadas en este estudio) el EPA a elevadas concentraciones 

promoviera la proliferación celular en cultivos de glía y de ser posible este fenómeno, 

en cuál de las células gliales se estaría produciendo este cambio?.  Lo anterior 

teniendo en cuenta que nuevas evidencias sugieren una compleja interacción entre 

los ácidos grasos omega-3 y el sistema inmune en relación con la auto-reparación del 

cerebro. Sin embargo, aún no se sabe si todos los ácidos grasos provocan efectos 

sobre la neurogénesis y tampoco se sabe a través de qué interacciones está mediado 

este efecto.  
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Se ha reportado un estudio que ha encontrado que EPA, pero no DHA es capaz de 

aumentar significativamente la proliferación de células madre neurales, al parecer a 

través del sistema endocanabinoide (Dyall et al., 2016). Por otra parte, se sabe que 

las células NG2 son un tipo de célula neurona glial que representa la mayoría de las 

células en proliferación en el sistema nervioso central. Se sabe muy poco sobre el 

papel de las NG2 en condiciones patológicas, sin embargo, los estudios en roedores 

han demostrado cambios robustos en la población de células NG2 en áreas del 

cerebro que fueron sometidas a una lesión focal. Después de la lesión  las células NG2 

se activan, un estado caracterizado por morfología alterada, la proliferación 

mejorada y aumento de la expresión de su superficie característica célula NG2 

(Wennström et al., 2014), (Hampton et al., 2004)(Ong and Levine, 1999).  

Los resultados con EPA podrían sugerir quizás que las altas concentraciones de EPA 

pueden generar una situación que promueve la proliferación regulada por este tipo 

de célula o quizás por otro mecanismo aún desconocido. Se requiere estudiar más a 

fondo el efecto del EPA sobre cada tipo de célula de glía en concreto. 

 

Por otra parte, no hay una diferencia importante en comportamiento en la 

producción de óxido nítrico a bajas concentraciones, en las células sometidas a 

tratamientos con los tres ácidos grasos a diferentes concentraciones. En primer lugar 

se observa que a bajas concentraciones los tres ácidos grasos no aumentan la 

producción de ON. Sin embargo, altas concentraciones de AP, DHA y EPA aumenta la 

producción de ON de manera significativa a partir de 400 µM para AP, y a partir de 

600 µM para DHA y EPA.   

Como se dijo anteriormente, es importante tener en cuenta que el ON es un mediador 

clave en la activación glial y la muerte neuronal inducida. Es importante tener en 

cuenta que los altos niveles de ON ejerce efectos neurotóxicos a través de diferentes 

mecanismos que incluyen el daño mitocondrial, nitración y oxidación de proteínas, 
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agotamiento de reservas antioxidantes y daño a ADN(Khandelwal et al., 

2011)(Brown and Neher, 2010b)(G. C. Brown, 2010b)(SAHA and PAHAN, 2006b) 

 

Diversos estudios atribuyen efectos anti-inflamatorios a EPA y DHA a bajas 

concentraciones (Zajdel et al., 2013)(Di Biase et al., 2014) (Chang et al., 2015) (Zhang 

et al., 2015b)(L. Wang et al., 2015b), sin embargo, se dispone de poca información 

sobre los efectos de estos dos ácidos grasos a concentraciones mayores a 200µM en 

células de glía. 

 

Por otra parte, en este estudio las células de glía fueron tratadas con AP, DHA y EPA 

a 60µM (cada uno), realizando tratamientos de las células con solo el ácido graso 

(según correspondiera) o el ácido graso en combinación con las citoquinas pro-

inflamatorias (TNFα, IL1β, IFNγ,) para determinar si tenían algún efecto sobre la 

viabilidad celular, el aumento o disminución de iNOS y ON. El resultado demostró 

que el DHA y el EPA tienen un efecto inmunomodulador en el cultivo de células de 

glía. Estos dos ácidos grasos contrarrestaron el aumento de los niveles de proteína 

iNOS y la producción de óxido nítrico. Los rangos de dosis frente a los cuales DHA y 

EPA tienen efectos positivos en la modulación de la inflamación se encuentran en 

consonancia con los efectos beneficiosos  relacionados a las dosis utilizadas en 

diferentes estudios realizados en otros tipos de células y  cuyos rangos de dosis 

utilizados son similares a los que se encontraron  como “fisiológicos” en el presente 

trabajo (L. Wang et al., 2015b)(Chang et al., 2015)(Zhang et al., 2015b)(Veszelka et 

al., 2013b). Adicionalmente, este tratamiento de DHA y EPA a 60µM no tuvo efectos 

negativos en la viabilidad celular.  

 

Por otra parte, se demostró que el AP tiene un efecto contrario al DHA y el EPA, dado 

que los resultados no mostraron un efecto inhibitorio en la activación inflamatoria 

de las células gliales expuestas a las citoquinas proinflamatorias, pues no hubo 
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aumento significativo de la producción de iNOS y ON, así como  AP tampoco produjo 

un efecto inhibidor. No se evidenció que el AP a 60µM generara un efecto citotóxico 

en el tratamiento de células de glía (ni solo, ni en combinación con las citoquinas) 

quizás debido a que esta dosis sigue siendo baja. Lo anterior, teniendo en cuenta que 

otros estudios que han reportado efectos citotóxicos en glía por ácido palmítico, lo 

han hecho bajo condiciones experimentales cuya dosis es mayor de 100µM (Wang et 

al., 2012c) (Gupta et al., 2012b). 

 

Estudios previos  han descrito que la regulación de la iNOS está implicada en la 

degeneración neuronal asociada con enfermedades neurodegenerativas(Brown, G, 

Neher, 2010)(Sastre et al, 2006)(Ionov et al, 2011)(Graeber et al, 2011), por lo tanto, 

este efecto inmunomodulador de los ácidos grasos DHA y EPA sobre la activación de 

células gliales podría explicar, en parte, su papel en la acción neuroprotectora 

cerebral. El estudio de los efectos de los ácidos grasos DHA y EPA en las células 

gliales es particularmente importante, teniendo en cuenta la coexistencia de las 

neuronas y la glía en el cerebro. Las interacciones de los diferentes tipos de células 

en condiciones perjudiciales tienen un papel importante, ya que pueden favorecer el 

proceso de muerte celular o neuroprotección. Algunos estudios han mostrado que 

moléculas neurotóxicas como β-amiloide, pueden inducir iNOS en las células 

gliales(Brown, 2007)(G. Brown, 2010)(Feng et al, 2004). En la esclerosis lateral 

amiotrófica, por ejemplo, se evidenció la inmunorreactividad de iNOS en astrocitos 

activados (Barbeito LH, Pehar M, Cassina P, Vargas MR, Peluffo H and Estevez AG, 

2004).  Todos estos experimentos demuestran la implicación de iNOS en los 

trastornos neurológicos y de ahí la importancia de entender las vías moleculares 

relacionadas con esta. 

 

Los efectos inhibidores de los ácidos grasos poliinsaturados (DHA y EPA) sobre la 

sobreexpresión de iNOS podrían ser importantes para prevenir el daño oxidativo en 
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las mitocondrias y la activación de la apoptosis. Varios informes han descrito que el 

DHA y el EPA pueden regular la producción de ON y la expresión de iNOS (Moon et 

al., 2007)(Antonietta Ajmone-Cat et al., 2012)(Marion-Letellier et al., 2015). Sin 

embargo, el mecanismo implicado en la inhibición de iNOS inducido por DHA y EPA 

en las células gliales mediados por citoquinas pro-inflamatorias no se entiende 

claramente.  

 

 

- Efecto de los ácidos grasos en la activación de la vía p38 MAPK. 

 

La p38 MAPK es activada por una variedad de estímulos celulares incluyendo choque 

osmótico, citoquinas proinflamatorias, lipopolisacárido, luz ultravioleta, y factores 

de crecimiento. En el presente estudio, se describió el efecto de los ácidos grasos en 

la activación de la vía p38 MAPK en células de glía activadas por citoquinas pro-

inflamatorias y se demostró que el efecto de los ácidos grasos es diferente entre el 

ácido graso saturado (AP) y los ácidos grasos poliinsaturados (DHA y EPA). Los 

resultados de este estudio muestran un aumento significativo del contenido de la 

forma activa de p38 (fosfo-P38 Thr180/Tyr182) como resultado de la exposición a 

citoquinas, que puede ser revertida por los pre-tratamientos con DHA y EPA.  

 

Diferente sucede con el AP, en donde el resultado muestra que el aumento 

significativo de la forma activa de p38 como resultado de la exposición a citoquinas, 

no fue revertido por este ácido graso. Teniendo en cuenta que hay informes que 

sugieren que el AP es activador de la vía p38 MAPK (Gupta et al., 2012b), se esperaría 

que al combinar AP con citoquinas aumentara la forma activa de p38 (fosfo-P38 

Thr180/Tyr182).  En esta situación experimental no hubo un efecto positivo ni 

negativo de la exposición combinada de AP y citoquinas en las células de glía en lo 

que se refiere a la activación de la p38 MAPK, lo cual puede deberse a la baja dosis 
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de AP utilizado. Es probable que quizás una alta dosis de AP combinada con las 

citoquinas pro-inflamatorias genere una mayor fosforilación de p38.  

 

La familia p38 MAPK se compone de proteínas quinasas de serina/treonina dirigida 

por prolina altamente conservadas que se activan en respuesta a las señales 

inflamatorias(Kaminska et al., 2009). Estudios han demostrado que las MAPKs están 

implicadas en la inducción de iNOS mediada por citoquinas en astrocitos, 

oligodendrocitos y células microgliales. También se encontró que la MAPK p38 juega 

un papel importante en la expresión génica de  iNOS en respuesta a citoquinas y 

otros estímulos (Bhat et al., 2002c) (Bhat et al., 1999b). El presente estudio sugiere 

que DHA y EPA son capaces de inhibir la vía p38 MAPK y con ello contribuir a la 

disminución en la producción de NO.  

 

Tanto la MAPK p38 y rutas de la JNK podrían funcionar en paralelo en el proceso de 

activación glial. Por lo tanto, los datos de este estudio indican que, en las células 

gliales, múltiples mecanismos pueden contribuir a la expresión de iNOS, incluyendo 

la activación de MAPK, NFkB, y las vías de JAK-STAT; sin embargo, en esta ocasión 

sólo se trabajó con la p38 MAPK, por lo cual sería interesante estudiar el efecto de 

los ácidos grasos en las otras vías que son activadas por las citoquinas pro-

inflamatorias, para determinar el efecto de cada ácido graso sobre las mismas y 

dilucidar los diferentes mecanismos  por los cuales lo ácidos grasos DHA y EPA son 

agentes anti-inflamatorios a nivel de sistema nervioso central. 

 

La activación glial de la p38 MAPK se reconoce como una quinasa responsable de la 

fosforilación excesiva de tau en enfermedad de Alzheimer (Chang et al., 2010). Del 

mismo modo la cascada de p38 MAPK está implicada en la regulación del proceso de 

memoria (Dai et al., 2016). La señalización de la vía de p38 MAPK también está 

relacionada con patologías que incluyen los transtornos neurodegenerativos como 
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la enfermedad de Parkinson y la esclerosis lateral amiotrófica pues contribuye a la 

neuroinflamación mediada por las células gliales incluyendo microglía y astrocitos. 

(Kim and Choi, 2015). Encontrar resultados sobre el efecto de esta vía por parte de 

los ácidos grasos DHA y EPA podría considerarse como una estrategia terapéutica 

prometedora en trastornos neuroinflamatorios asociados al cerebro. 
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Del trabajo experimental realizado se derivan las siguientes conclusiones: 

 

1. La exposición de células de glía a citoquinas proinflamatorias aumenta la 

producción de óxido nítrico, la expresión de óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) y 

la activación de las vías JNK, p38, c-JUN, ERK ½ y JAK/STAT. 

 

2. La melatonina y la leptina no afectan la viabilidad celular en células gliales. 

 

3. Los ácidos grasos: docosahexaenoico, eicosapentanóico y palmítico a bajas 

concentraciones no afectan al viabilidad celular en células gliales.  

 

4. Altas concentraciones de ácidos grasos docosahexaenoico y palmítico sí afectan la 

viabilidad celular.  

 

5. La melatonina y la leptina disminuyen la producción de óxido nítrico y la 

producción de la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) en cultivos de glía sometidos 

a tratamiento con citoquinas proinflamatorias.  

 

6. Ácido docosahexaenoico y ácido eicosapentanóico a bajas concentraciones 

disminuyen la producción de óxido nítrico y la producción de la óxido nítrico sintasa 

inducible (iNOS) en células de glía expuestas a citoquinas pro-inflamatorias. 

 

7. El ácido palmítico a bajas concentraciones no tiene ningún efecto sobre la 

producción de la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS), y tampoco tiene un efecto en 

el aumento o disminución de la producción de óxido nítrico en células de glía.  

 

8. Altas concentraciones de DHA y EPA aumentan la producción de óxido nítrico en 

células de glía. 

 

9. La melatonina, leptina, DHA y EPA inhiben la activación de la vía p38 MAPK 

inducida por citoquinas pro-inflamatorias en un modelo in vitro de cultivo primario 

de células de glía. 
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10. El ácido palmítico a bajas concentraciones no tiene ningún efecto sobre la 

activación de la vía p38 MAPK inducida por citoquinas pro-inflamatorias en un 

modelo in vitro de cultivo primario de células de glía. 

 

 
Conclusión general: La exposición de melatonina, leptina, DHA y EPA podría 

considerarse como una estrategia terapéutica prometedora en trastornos 

neuroinflamatorios asociados al cerebro. 
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