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Figura 41: Rat Cytokine Array Panel A de la proteína CNTF, en homogenado de 

cerebro. Grupos Trauma (T), Trauma Contralateral (T clt), Trauma + Naltrexona 

(T+Ntx) y Trauma + Naltrexona Contralateral (T+Ntx clt)    96 

Figura 42: Gráfica de la cuantificación de la proteína CNTF, en homogenado de 

cerebro, en los grupos Trauma (T), Trauma Contralateral (T clt), Trauma + Naltrexona 

(T+Ntx) y Trauma + Naltrexona Contralateral (T+Ntx clt)    96 

Figura 43: Rat Cytokine Array Panel A de la proteína CXCL-7 en homogenado de 

cerebro. Grupos Trauma (T), Trauma Contralateral (T clt), Trauma + Naltrexona 

(T+Ntx) y Trauma + Naltrexona Contralateral (T+Ntx clt)    97 

Figura 44: Gráfica de la cuantificación de la proteína CXCL-7 en homogenado de 

cerebro, en los grupos Trauma (T), Trauma Contralateral (T clt), Trauma + Naltrexona 

(T+Ntx) y Trauma + Naltrexona Contralateral (T+Ntx clt)    97 
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Figura 45: Rat Cytokine Array Panel A de la proteína sICAM-1 en homogenado de 

cerebro. Grupos Trauma (T), Trauma Contralateral (T clt), Trauma + Naltrexona 

(T+Ntx) y Trauma + Naltrexona Contralateral (T+Ntx clt)    98 

Figura 46: Gráfica de la cuantificación de la proteína sICAM-1 en homogenado de 

cerebro, en los grupos Trauma (T), Trauma Contralateral (T clt), Trauma + Naltrexona 

(T+Ntx) y Trauma + Naltrexona Contralateral (T+Ntx clt)    98 

Figura 47: Rat Cytokine Array Panel A de la proteína sICAM-1 en homogenado de 

cerebro. Grupos Trauma (T), Trauma Contralateral (T clt), Trauma + Naltrexona 

(T+Ntx) y Trauma + Naltrexona Contralateral (T+Ntx clt)    99 

Figura 48: Gráfica de la cuantificación de la proteína CD62L en homogenado de 

cerebro, en los grupos Trauma (T), Trauma Contralateral (T clt), Trauma + Naltrexona 

(T+Ntx) y Trauma + Naltrexona Contralateral (T+Ntx clt)    99 

Figura 49: Rat Cytokine Array Panel A de la proteína CX3CL-1 en homogenado de 

cerebro. Grupos Trauma (T), Trauma Contralateral (T clt), Trauma + Naltrexona 

(T+Ntx) y Trauma + Naltrexona Contralateral (T+Ntx clt)    100 

Figura 50: Gráfica de la cuantificación de la proteína CX3CL-1 en homogenado de 

cerebro, en los grupos Trauma (T), Trauma Contralateral (T clt), Trauma + Naltrexona 

(T+Ntx) y Trauma + Naltrexona Contralateral (T+Ntx clt)    100 

Tabla 1: Lista de anticuerpos empleados en la realización de western blot 75 

Tabla 2: Lista de anticuerpos secundarios empleados en la realización de western blot 

           75 
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LISTA DE ABREVIATURAS 

 

ABC: Complejo avidina-biotina 

ADN: Ácido desoxiribonucléico 

AMPc: Adenosín monofosfato cíclico 

ATP: Adenosín trifosfato 

BrdU: Bromodesoxiuridina 

BSA: Albúnima sérica bovina 

CaMIV: Enzima calmodulina dependiente de calcio IV 

CD62L: Selectina leucocitaria 

CNTF: Factor neutrófico ciliar 

CRE: Elemento de respuesta de AMPc  

CREB: Proteína de unión a CRE (al elemento de respuesta de AMPc) 

CX3CL-1: Fractalquina 

CXCL-7: Quimiocina CXC ligando 7 

ERK: Enzima quinasa dependiente de señales extracelulares 

GD: Giro dentado del hipocampo 

GFAP: Proteína glial fibrilar ácida 

GSH: Glutación (forma reducida) 

GSSG: Glutatión (forma oxidada) 

HNE: 4-hidoxinonenal 

HPLC: Cromatografía líquida de alta resolución 

ICAM-1: Molécula de adhesión intercelular tipo 1 

IL-10: Interleuquina 10 

IL-11: Interleuquina 11 

IL-1β: Interleuquina 1β 

IL-3: Interleuquina 3 
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IL-4: Interleuquina 4 

IL-6: Interleuquina 6 

MAPK: Proteínas quinasas activadas por mitógenos 

MDA: Malondialdehído 

NADPH: Nicotinamida adenine dinucléotido fosfato 

NAP-2: Proteína activadora de neutrófilos 2 

NFκB: Factor nuclear kappa B 

Ntx: Naltrexona 

OH: Radical hidroxilo 

PB: Tampón fosfato 

PBS: Tampón fosfato salino  

PFA: Paraformaldehído 

PKA: Proteína quinasa A 

PSGL-1: Glicoproteína selectina plaquetaria ligando 1 

RL: Radicales libres 

sICAM-1: Molécula soluble de adhesión intercelular tipo 1 

SIDA: Síndrome de inmunodeficencia adquirido 

SN: Sistema nervioso  

SNC: Sistema nervioso central 

TBARS: Ácido tiobarbitúrico 

TCE: Traumatismo craneoencefálico  

TLR4: Receptor tipo toll 4 

TNF-α: Factor de necrosis tumoral α



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Nada te turbe, nada te espante; 

todo se pasa, Dios no se muda; 

la paciencia todo lo alcanza. 

Quién a Dios tiene, nada le falta. 

Sólo Dios basta.” 

 

Santa Teresa de Jesús 
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1. Corteza frontal  

La corteza frontal es la capa más externa del tejido cerebral, y está formada por 

seis capas celulares con diferente distribución y funciones específicas (Kwan et al., 

2012). De la capa más superficial a la más interna se dividen en: capa molecular, capa 

granular externa, capa piramidal externa, capa granular interna, capa piramidal interna 

y capa multiforme (Figura 1). Se forman durante el desarrollo embrionario; las células 

migran y se establecen en diferentes regiones, formando capas, que contienen un único 

subconjunto de neuronas (Jones, 1986; DeFelipe & Farinas, 1992), capaces de mediar 

en las tareas cognitivas y motoras complejas (Kwan et al., 2012).  

La corteza frontal está relacionada con la toma de decisiones y con procesos 

emocionales (Kwan et al., 2012), además de estar implicada en la memoria de trabajo, 

sensorial y motora (Bechara, et al., 2000; Bisley et al., 2004; Fuster, 2006; Fuster, 

2009; Taylor and Ivry, 2012).  

 

 

Figura 1. Distribución de las diferentes capas celulares de la corteza frontal.  (Adaptado de 

Kwan et al., 2012).  
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La corteza prefrontal, incluye casi una cuarta parte de toda la corteza cerebral y 

está ubicada en las superficies lateral, medial e inferior del lóbulo frontal. Se subdivide 

funcionalmente en corteza dorsoventral y orbitofrontal, aunque ambas regiones forman 

parte de un único sistema que, en condiciones normales, trabaja de forma coordinada 

(Tirapu-Ustarroz & Muñoz-Céspedes, 2005) enviando y recibiendo información de 

todos los sistemas sensoriales y motores. 

Se ha asociado con las funciones cognitivas empleadas en el manejo del 

conocimiento social, como área asociativa (Vendrell et al., 1995; Brod et al., 2013), la 

atención selectiva y la formación de conceptos, y también se ha asociado con 

actividades cognitivas como la memoria de trabajo (Bechara et al., 2000; van Kesteren 

et al., 2012), donde desempeña un papel fundamental en la organización, búsqueda, 

selección y verificación del recuerdo de la información almacenada en el hipocampo 

(Shimamura, 2000; van Kesteren et al., 2012; Brod et al., 2013).   

 

2. Hipocampo 

El hipocampo es una región de la corteza cerebral que se curva a lo largo del 

ventrículo lateral y forma parte del sistema límbico, la parte emocional del cerebro, y 

participa en la memoria y en la orientación espacial. Anatómicamente, el hipocampo 

puede dividirse en dos regiones: hipocampo propio (o “Cuerno de Ammon”) y Giro 

Dentado (GD) (Figura 2).  

El GD es una región cortical que consta de tres capas (Insausti & Amaral, 2012), 

de exterior a interior son: 

- Capa molecular: en esta capa se localizan las prolongaciones dendríticas 

apicales de las neuronas granulares, algunas interneuronas y células gliales. 

- Capa granular: formada por los somas de las células granulares 

empaquetados densamente en columnas. 
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Figura 2. Distribución de las zonas del hipocampo en un hipocampo de rata (Adaptado de 

Ramon y Cajal, 1909).  

 

- Capa polimorfa o hilus: es la capa más profunda del GD, está compuesta por 

una gran variedad de tipos celulares, entre las cuales las predominan las células 

musgosas (Ribak et al. 1985; Amaral & Witer, 1989). 

Entre la capa granular y el hilus se pude distinguir una fina capa, la Zona 

Subgranular, compuesta por precursores neurales que poseen actividad proliferativa 

durante la vida adulta (Seri et al., 2001; Ming & Song, 2005; Curtis et al., 2007). 

El hipocampo propio o Cuerno de Ammon está dividido en tres áreas: CA1 (la 

zona más distal), CA2 y CA3 (zonas más proximales) (Lorente de No’, 1933). El 

principal tipo celular del Cuerno de Amón son las células piramidales, que tienen un 

soma voluminoso y fusiforme. 

Se ha demostrado que el hipocampo es una región fundamental para la 

orientación espacial (Zatorre et al. 2013), en los seres vivos, y además también 

participa en procesos de asociación. Además cumple un papel fundamental en la 

memoria y el aprendizaje (McKenzie et al., 2013), específicamente, ejerce una función 

determinante en el almacenamiento de la información nueva antes de que ésta se 
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consolide (Squire, 1992; Fanselow & Poulos, 2005; Bouton et al., 2006; Albouy et al,. 

2013).  

 

3. División microscópica del Sistema Nervioso 

Las sustancias gris y blanca están compuestas por los cuerpos celulares y axones 

de las células que forman el tejido del Sistema Nervioso Central (SNC). Existen 

diferentes tipos de células que forman este tejido nervioso. Estas células, 

principalmente se dividen en tres tipos, que son: las neuronas, las células gliales y las 

células ependimarias.   

 

3.1 Las neuronas 

Las neuronas son las células encargadas de transmitir el impulso nervioso a 

través de todo el Sistema Nervioso (SN). Se forman a partir de células madre, a lo 

largo de toda la vida de los seres vivos. Contribuyen a desarrollar todo tipo de 

funciones específicas en el cerebro y tienen un papel muy importante en la plasticidad 

neuronal (van Praag et al., 2002; Pascual-Garvi et al., 2004; Merkle et al., 2007; Toni 

et al., 2007).  

Existen diferentes tipos de neuronas según su morfología y función (Guyton & 

Hall, 2000 B), pero a pesar de las diferencias de morfología y función que puedan 

tener, la estructura general es similar en todas (Figura 3). Poseen un cuerpo celular, 

llamado soma, que contiene el núcleo, y desde este soma se proyectan dos tipos de 

prolongaciones diferentes llamadas neuritas, y son: las dendritas y los axones (Ramón 

y Cajal, 1988). Las dendritas son de mayor grosor que los axones, tienen la misma 

composición que el soma y reciben el impulso nervioso, el cual viaja hasta el soma 

(Peters et al., 1991). Los axones, por otra parte, son los encargados de transmitir el 

impulso nervioso desde el soma hasta el cono sináptico, modulado por 

neurotransmisores (Nieuwenhuys, 1998).  
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Figura 3. Dibujo de la estructura general de una neurona (Ramón y Cajal, 1988) 

 

3.2 Células Gliales  

Las células gliales pueden definirse como las células del tejido nervioso que no 

son neuronas (Figura 4). Son más pequeñas que las neuronas, y existen una mayor 

proporción con respecto a estas últimas. Poseen algunos componentes bioquímicos 

específicos por los cuales se distinguen de otras células (Bradford, 1988).  

Según su tamaño se dividen en macroglía (estas células miden entre 5μm y 

20μm) y microglía (miden entre 2μm y 3μm).  
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Figura 4. Dibujo de las células de la glía rodeando una neurona. (Adaptado de Marieb & Hoehn, 

2003). 

 

3.2.1 Macroglía 

Principalmente cumple una función de sostén mecánico de las neuronas y se 

compone por la oligodendroglía, la glía radial y la astroglía (Bradford, 1988). 

3.2.1.1 Oligodendroglía: Son células con un número reducido de 

prolongaciones finas ramificadas solo en sus extremos (Figura 5), se forman en el 

ectodermo durante la formación embrionaria (Liu et al., 2000). Se hallan en la 

sustancia blanca y en la sustancia gris: la oligodendroglía interfascicular (sustancia 

blanca), y la oligodendroglía satélite (sustancia gris). Forman la vaina de mielina 

aislante alrededor de los axones del SNC (Zatorre et al., 2013).  
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Figura 5. Dibujo de un oligodendrocito. (Adaptado de Schünke et al., 2011). 

 

3.2.1.2 Células de la glía radial: Estas células poseen una forma alargada, con 

largas prolongaciones que se extienden hasta otras células neurales o contactando con 

los vasos sanguíneos (Figura 6), y sirven de guía para que las neuronas migren a su 

destino (Rakic, 1988). Estas células aparecen durante el desarrollo encefálico para 

transformarse después en otros tipos gliales (como por ejemplo astrocitos) a medida 

que madura el cerebro. Al menos hay dos tipos de glía radial que sobreviven en el 

cerebro adulto: las células de Müller y la glía de Bergmann (Hartfuss et al, 2003). Las 

células de Müller se hallan en la retina, son muy alargadas y se extienden entre las 

membranas limitantes interna y externa de la misma. Los cuerpos celulares de la glía 

de Bergmann se sitúan en la capa de células de Purkinje del cerebelo adulto y 

extienden sus prolongaciones a través de la capa molecular hasta la membrana pial, 

donde forman terminales cónicos (Nieuwenhuys et al, 1998).  
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Figura 6. Dibujo de las células de la glía radial. (Adaptado de Schünke et al., 2011). 

 

3.2.1.3 Astroglía: Son células de sostén de la neuroglía, que se caracterizan por 

tener morfología estrellada muy ramificada. Se encuentran en el cerebro y en la 

médula espinal (Chaboub & Deneen, 2012). Las células de la astroglía son de origen 

neuroectodérmico, al igual que las neuronas. Se localizan tanto en la sustancia gris 

como en la sustancia blanca y forman poblaciones diferentes y características para 

cada centro nervioso, aunque todas ellas se pueden detectar mediante anticuerpos 

frente a proteína glial fibrilar ácida (GFAP).  

Entre los astrocitos se pueden distinguir dos poblaciones diferenciadas: los 

astrocitos fibrosos y los protoplasmáticos (Ramon y Cajal, 1909; Sofroniew & Vinters, 

2010) (Figura 7): 

- Los astrocitos fibrosos o fibrilares se encuentran en la sustancia blanca. 

Tienen pocas ramificaciones y su cuerpo celular es largo y liso. Presentan un núcleo 

regular, nucléolo poco patente y carioplasma bastante denso, con la envoltura nuclear 

dilatada. 

- Los astrocitos protoplásmicos se pueden ver en la sustancia gris. Tienen la 

superficie de su cuerpo celular y sus ramificaciones muy irregulares, debido a que se 
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encuentran en un medio muy poblado de neuronas y por tanto han tenido que adaptarse 

morfológicamente a esta carencia de espacio. 

 

 

Figura 7. Dibujo de los diferentes astrocitos. (Adaptado de Schünke et al., 2011). 

 

En cuanto a las funciones de estas células hay que destacar: 

- Mantienen la barrera hematoencefálica. En la separación del parénquima 

nervioso del medio sanguíneo intervienen tres elementos estructurales: el endotelio de 

los capilares, la lámina basal de los capilares y los pies vasculares astrocitarios (Golgi, 

1886), y aislamiento del tejido nervioso de los elementos mesodérmicos; separan las 

meninges del tejido nervioso por la membrana glial limitante externa y recubren los 

vasos sanguíneos cerebrales. 

- Aíslan distintas áreas de la superficie neuronal, especialmente las zonas no 

implicadas en contactos sinápticos, desarrollan un envoltorio alrededor de 

determinados contactos sináptico y participan en la eliminación del exceso de 

neurotransmisores liberados durante la transmisión sináptica.  

- Intervienen en la transmisión de información y en la sinapsis (Allen & 

Barres, 2009; Matyash & Kettenmann, 2010; Sofroniew & Vinters, 2010). 

- Acumulan glucógeno como reserva y fuente de glucosa, para utilizar en caso 

de necesidad, y suministran nutrientes al SN, mantienen el balance iónico extracelular. 

- Ayudan en la reparación y cicatrización de heridas traumáticas del SN 

(Fawcett & Asher, 1999; Nedergaard et al., 2003; Pascual-Garvi et al., 2004; Pellerin 
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et al., 2007; Barres, 2008), mediante la formación de una cicatriz glial alrededor de la 

zona lesionada, aislándola del resto de tejido nervioso (Sofroniew, 2005; Sofroniew, 

2009). 

- Originan diversas sustancias como interleuquinas y neurotrofinas, las cuales 

a su vez condicionan el desarrollo, funcionamiento y respuesta de los astrocitos a la 

lesión, y establecen sus relaciones tróficas con las neuronas, tanto en las zonas 

lesionadas como en las intactas (Sofroniew, 2009). 

 

3.2.2 Microglía 

La microglía se encuentra en todas las regiones del SNC. Se caracteriza por 

poseer un cuerpo pequeño y alargado. El citoplasma extiende largas prolongaciones 

que se ramifican a su vez, dándole a la célula un aspecto espinoso (Ribak et al., 2009) 

(Figura 8), aunque, en algunas ocasiones específicas, puede cambiar su morfología, 

redondearse y transformarse en corpúsculos granulosos, que son capaces de fagocitar 

sustancias de desecho gracias a su movimiento ameboide (Kreutzberg, 1996; Davalos 

et al., 2005).  

 

 

Figura 8. Dibujo de una célula de la microglía. (Adaptado de Schünke et al., 2011). 

 

Participan en procesos inflamatorios y degenerativos, y por ello se las denomina 

células de arrastre o limpieza (Streit, 1995). En el cerebro en desarrollo aparecen como 

cuerpos amorfos, que establecen contactos con neuronas y astrocitos (Eyo & Wu, 

2013) y ante una lesión o infección, se asemejan a macrófagos, ya que migran a las 

zonas afectadas, proliferan y se hacen fagocíticos (Del Río-Hortega, 1949; Kreutzberg, 
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1996; Hanisch & Kettenmann, 2007; Ransohoff & Perry, 2009). Las células de la 

microglía que no se transforman inmediatamente en fagocíticas, pueden revertir al 

estado de reposo si la lesión es leve o reversible (Pascual-Garvi, 2004).  

Para su identificación en el cerebro se utilizan diversos anticuerpos, entre ellos, 

CD68 (ED-1), una proteína lisosomal presente en las células de la microglía, en los 

macrófagos y fagocitos mononucleares (Graeber et al., 1990; Slepko & Levi 1996).   

La microglía activada libera factores de crecimiento polipeptídicos y citoquinas 

que estimulan la proliferación de células endoteliales capilares del cerebro, además 

libera factores neurotróficos (Kierdorf & Prinz, 2013) iniciando mecanismos de 

reparación, promoviendo el crecimiento de nuevas neuritas y favoreciendo la 

neurogénesis en el hipocampo y la zona subventricular (Walton et al., 2006; Ziv et al., 

2006; Cunningham et al., 2013).  Sin embargo, la actividad de la microglía puede 

contribuir, paradójicamente, a la muerte de las neuronas. La microglía, además de 

liberar factores de crecimiento y citoquinas neurorregenerativas, también libera 

diferentes enzimas y citoquinas durante la inflamación, que resultan tóxicas para la 

supervivencia de las nuevas neuronas (Ekdahl et al., 2003; Monje et al., 2003; Kierdorf 

& Prinz, 2013), y consecuentemente, puede dar lugar a muerte celular y por ende 

contribuir a la aparición de algunas enfermedades neurológicas (Ribak et al., 2009). 

 

3.2.3 Células Ependimarias 

Las células ependimarias derivan, en parte, de las células de la glía radial, y se 

caracterizan por revestir las paredes de los ventrículos y el conducto central de la 

médula espinal (Del Bigio, 1995; Spassky et al., 2005), formando una única capa de 

células cúbicas o cilíndricas que poseen microvellosidades y cilios (Doetsch et al., 

1997). 

Estas células regulan la neurogénesis en la zona subventricular (Chmielnicki et 

al., 2004) y el movimiento de sus cilios regula el flujo normal del líquido 

cefalorraquídeo y la migración de los neuroblastos hacia el bulbo olfatorio (Sawamoto 

et al., 2006). En condiciones normales, las células ependimarias del cerebro se 

encuentran en un estado de reposo; sin embargo, pueden adquirir características 
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radiales de neuroglía y dar lugar a neuroblastos y astrocitos en respuesta a un accidente 

cerebrovascular (Zhang et al., 2007, Carlén et al., 2009).  

 

4. Traumatismo craneoencefálico 

4.1 Epidemiología del traumatismo craneoencefálico 

El traumatismo craneoencefálico (TCE) se ha convertido en una de las causas 

más comunes de daño cerebral y en la causa principal de muerte en el mundo (Maegele 

& Schaefer, 2008). Se estima que la incidencia anual del TCE en España es del orden 

de 200 nuevos casos/100.000 habitantes (Rosenfeld & Ford, 2010) y en Europa 

aproximadamente 235 nuevos casos/100.000 habitantes (Tagliaferri et al., 2006; 

Cornelius et al., 2013). Aproximadamente un 10% de todos los casos de TCE se 

consideran graves, un 10% moderados y leves el 80% restante. Es tres veces más 

frecuente en varones que en mujeres, siendo el grupo de edad de mayor incidencia el 

comprendido entre los 15 y 34 años de edad. El 70% de éstos tienen una buena 

recuperación, el 9% fallecen antes de llegar al hospital, el 6% lo hacen durante su 

estancia hospitalaria y el 15% quedan funcionalmente incapacitados en diferentes 

grados (Jennett & MacMillan, 1981; Prins et al., 2003; Bárcena-Orbe et al., 2006; 

Baugh et al., 2012), que limitan su vida normal, generalmente por alguna alteración 

neurológica (Jennett & MacMillan, 1981; de Francisco et al., 2009). Además, a raíz de 

un TCE, se pueden producir secuelas psicológicas tales como déficit de memoria, 

inatención, pensamiento desorganizado, desinhibición, irritabilidad, comportamiento 

agresivo-compulsivo, depresión o impaciencia (Bárcena-Orbe et al., 2006; de 

Francisco et al., 2009; Arciniegas, 2011; Abdul-Muneer et al., 2013; Roozenbeek et 

al., 2013), y es un factor de riesgo importante para el desarrollo de enfermedades 

neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson o demencia (Fleminger, 2012; 

McMillan et al., 2012; Wang et al., 2012).  

Las lesiones en el SNC resultan prácticamente irreparables, a diferencia del resto 

de tejidos del organismo, ya que, directa o indirectamente, se produce una activación 

de diversos mecanismos que dificultan y/o reducen la recuperación eficiente del tejido 
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perdido, provocando, en el mayor de los casos, la pérdida permanente de las facultades 

neurológicas del individuo (Gaetz, 2004; Sharp et al., 2011).  

 

4.2 Fisiopatología del traumatismo craneoencefálico 

En los TCE se reconocen dos tipos de lesiones: una lesión primaria y otra 

secundaria. La primaria corresponde a un daño mecánico, que ocurre en el momento 

del trauma, resultado directo de la lesión inicial, es responsable de la lesión focalizada, 

como puede ser una contusión, laceración, hemorragia intracraneal, daño axonal difuso 

(Albert-Weissenberger & Sirén, 2010; Corneluis et al., 2013). Como consecuencia de 

esta primera lesión, se genera una gran extravasación de sangre por la interrupción de 

los vasos sanguíneos, que posteriormente activa los mecanismos de defensa, y a su 

vez, producen una infiltración y activación de las células, especialmente las células 

gliales, generando la respuesta inflamatoria (Quintana et al., 2007), que desencadenará 

parte de la lesión secundaria.  

Este daño secundario, también llamado daño a largo plazo, produce procesos 

complejos, cambios fisiológicos y bioquímicos que tienen lugar durante las primeras 

horas e incluso días posteriores a la lesión (Bramlett & Dietrich, 2004; Gaetz, 2004; 

Donkin & Vink, 2010; Xia et al., 2010) y luego derivan en cambios patológicos de 

larga duración, y/o permanentes.  

Este proceso se inicia con cambios metabólicos como alteraciones en los niveles 

de oxigenación, cambios en el metabolismo energético celular, aumento en la actividad 

inflamatoria, producción de especies reactivas del oxígeno, gliosis, que en conjunto 

provocan neuroinflamación, daño axonal, anormalidades vasculares (Aloisi, 2001; 

Aloisi et al., 2001; Lucas et al., 2006; Donkin y Vink, 2010; Cornelius et al., 2013), y 

como consecuencia producen muerte neuronal y de las células gliales (Minghetti, 

2005; Lucas et al., 2006; Cook et al., 2008; Xia et al., 2010; Cornelius et al., 2013).  

Asimismo, las neuronas dañadas por la lesión difícilmente pueden ser 

remplazadas por nuevas neuronas, por lo que la muerte de estas conduce a la pérdida 

crónica de las funciones que desempeñan. A pesar de que se haya constatado que 

existe una continua generación de neuronas en el SNC del individuo adulto (Alvarez-
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Buylla & García-Verdugo, 2002; Lledo et al., 2006; Kojima et al., 2010), a día de hoy, 

los datos obtenidos en diversos estudios, afirman que la proliferación y diferenciación 

celular en el SN no son suficientes para poder reparar las zonas lesionadas de una 

forma eficaz, así como tampoco llegan a completar el restablecimiento de la estructura 

y función neuronal (Kokaia & Lindvall, 2003; Whitney et al., 2009; Thau-Zuchman et 

al., 2010). En este proceso de recuperación, también influye la activación de la glía, 

que dificulta el crecimiento de los  axones dañados interviniendo en los procesos de 

degeneración tisular. Los axones de las neuronas del SNC, a diferencia de los axones 

del Sistema Nervioso Periférico (SNP), poseen una escasa capacidad de crecimiento, 

que agrava el, ya de por sí, pobre soporte regenerativo aportado por las células gliales 

y que impide la reconexión del circuito cerebral (Zohar et al., 2003).  

 

4.3 Modelo de Criolesión 

Existen múltiples estudios y modelos experimentales que intentan reproducir las 

alteraciones neurológicas, las secuelas cognitivas y comportamentales, que se pueden 

observar, en las lesiones cerebrales producidas después de haber sufrido un TCE. Entre 

ellos se encuentran, el modelo de percusión por fluido, que produce una lesión cerebral 

por la inyección de fluido en la cavidad craneal de forma rápida (Albert-Weissenberger 

& Sirén, 2010); el modelo de impacto cortical controlado, que por medio de una 

pistola neumática, realiza una lesión cerebral, mensurable y controlada, de acuerdo a la 

velocidad y deformación cortical que produce (Dixon et al., 1991); el modelo de caída 

de peso, por el cual se deja caer un carga de peso específico desde una altura 

determinada sobre el cráneo, produciendo así una lesión cerebral focal y/o difusa 

(Feeney et al., 1981; Dail et al., 1981). Estos modelos de lesión produce un tipo mixto 

de lesión cerebral, que incluye contusión cortical, hemorragia, edema, liberación de 

productos  citotóxicos, que produce astrogliosis, lesión axonal difusa, inflamación, 

neurodegenración (Feeney et al., 1981; Yamaki et al., 1997; Cernak, 2005; McNamara, 

2010). Sin embargo, es difícil de reproducir la lesión en este tipo de modelos.   

El modelo de criolesión o lesión criogénica unilateral descrito por primera vez en 

1958 por Klazto (Klatzo et al., 1958), ampliamente utilizado en estudios realizados con 

cerdos, ratones y ratas, en modelos de lesión cardíaca y cerebral, es considerablemente 
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reproducible en el tamaño y la ubicación, y en los procesos fisiopatológicos de la 

expansión de la lesión secundaria (Joung et al., 2006; Albert-Weissenberger & Sirén, 

2010; Raslan et al., 2012), por ello se considera como el modelo de elección para los 

estudios experimentales. 

El método de la criolesión conduce a una lesión cerebral focal, producida 

generalmente, mediante la aplicación de una varilla en frío en la duramadre expuesta 

(Rákos et al., 2007; Raslan et al., 2010). Los diferentes niveles de gravedad de la 

lesión se pueden lograr mediante la variación del tiempo de contacto de la varilla en el 

tejido cerebral (Eriskat et al., 2003). En roedores, el resultado de la criolesión es, una 

lesión cerebral focal y la ruptura de la barrera hematoencefálica (Rákos et al., 2007; 

Raslan et al., 2010). La lesión primaria se ve rodeada por una zona de penumbra, que 

conduce a una extensión del tamaño de la lesión acompañada por la muerte de las 

células neuronales, edema y un aumento de productos citotóxicos (Eriskat et al., 2003; 

Stoffel et al., 2004), y el proceso secundario incluyen la activación de los astrocitos, de 

la microglía e inflamación (Bordey et al., 2000; Penkowa et al., 2003; Quintana et al., 

2005; Pifarré et al., 2010; Raslan et al., 2010).  

Este modelo está en una posición intermedia en la jerarquía de los modelos de 

lesiones cerebrales (Klementiev et al., 2008), entre el modelo de craneotomía (Prins & 

Hovda, 2003, Williams et al., 2005) y el modelo de traumatismo craneal menor (Zohar 

et al., 2003, Henninger et al., 2005), ya que requiere una cirugía poco invasiva y 

mantiene el estado de asepsia, sin embargo, produce cambios severos en la morfología 

del cerebro, así como trastornos cognitivos y motores (Rákos et al., 2007; Raslan et al., 

2010). Además permite por sí mismo el estudio de la angiogénesis y de los procesos de 

reparación en la corteza cerebral, estos descubrimientos pueden ser relevantes para las 

lesiones traumáticas en la corteza cerebral humana (Raslan et al., 2012).  

 

5. Estrés oxidativo. Radicales libres  

Se define estrés oxidativo como una situación de desequilibrio entre agentes 

oxidantes y antioxidantes en favor de los primeros (Sies, 1991; Negre-Salvayre et al., 
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2010). La vida aerobia se caracteriza por una formación constante de prooxidantes 

balanceada por la desaparición de los mismos debida a los antioxidantes.  

Se denominan radicales libres (RL) a todas aquellas moléculas que contienen en 

su orbital más externo un electrón desapareado, por tanto, el electrón de dicho orbital 

necesitaría de otro para poseer una configuración bioquímica y electromagnética 

estable. Los radicales libres tienden a reaccionar ávidamente con otras moléculas 

cercanas para completar este orbital incompleto, desestabilizando con ello la 

configuración electrónica de las moléculas con las que reaccionan, convirtiéndolas a su 

vez en especies reactivas y pudiendo producir reacciones en cadena.  

En el organismo y en condiciones normales, la mayoría de los RL proceden de la 

respiración aerobia y contienen oxígeno, (como el anión superóxido y el radical 

hidroxilo) por este motivo muchos autores los llaman especies reactivas de oxígeno.  

Existen también las especies reactivas de nitrógeno que derivan del metabolismo 

del óxido nítrico. El óxido nítrico, debido al electrón desapareado que presenta en su 

orbital más externo es por sí mismo un radical, pero además, en su metabolismo tienen 

lugar reacciones con el oxígeno molecular, especies reactivas de oxígeno, metales de 

transición o tioles que darán lugar a la producción de especies reactivas de nitrógeno 

como el peroxinitrito (ONOO-), trióxido dinitrógeno (N2O3), dióxido de nitrógeno 

(NO2), o nitratos (NO3-) y nitritos (NO2-), destacando entre ellas el primero por su 

alta reactividad. Por lo tanto, también existe el concepto de estrés nitrosativo, que se 

produce cuando existe una producción excesiva o desregulada del óxido nítrico y las 

especies reactivas del nitrógeno que de él derivan (Hausladen & Stamler, 1999; 

Cornelius et al., 2013). Esta situación puede ocurrir in vivo en distintas patologías, 

entre ellas las asociadas a procesos inflamatorios, neurotoxicidad, isquemias o durante 

la neurotransmisión que tiene lugar mediante activación de receptores NMDA (Klatt & 

Lamas, 2000).  

Los radicales libres, intervienen tanto en situaciones fisiológicas como 

patológicas en el organismo vivo.  
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5.1 Papel fisiológico de los radicales libres 

Se ha demostrado la función de los radicales libres en la defensa antimicrobiana 

y antitumoral, también como mensajeros e inductores genéticos (Satriano et al., 1993; 

Zimmerman et al., 2002; Hardy & Hunt, 2004; Al-Shabrawey et al., 2008). Pueden 

intervenir en la inactivación o activación de ciertas enzimas, (Fillebeen & Pantopoulos, 

2002; Minamiyama et al., 2007; Circu & Aw, 2010) o, contribuir a la regulación de la 

extensión del proceso inflamatorio (Bourbon et al., 2004). Además, se ha postulado 

que el balance oxidante-antioxidante puede intervenir en el proceso de la apoptosis 

(Svensk et al., 2004; Gupta et al., 2007; Circu & Aw, 2010). El óxido nítrico interviene 

en la regulación de funciones en los sistemas inmunológico, cardiovascular y nervioso 

(Mayer & Hemmens, 1997).  

 

5.2 Papel patogénico de los radicales libres 

Los radicales libres pueden relacionarse, entre otros, con la hipertensión (Touyz, 

2004) la disfunción cardiovascular (Ramachandran et al., 2003), la inflamación (Telfer 

& Brock, 2004), y enfermedades como la diabetes (Miranda et al., 2004; Muriach et 

al., 2006; Miranda et al., 2007; Arnal et al., 2010), el síndrome de inmunodeficiencia 

adquirido (SIDA) (Jareño et al., 2002), etc. Estos radicales pueden alterar directa o 

indirectamente varios mecanismos celulares y fisiológicos, pudiendo conducir a 

alteraciones de macromoléculas vitales para los seres vivos, entre ellas el ADN 

(provocando mutaciones), lípidos de membrana (provocando su peroxidación) o 

proteínas (alterando actividades enzimáticas) y pudiendo producir en último término 

apoptosis y muerte neuronal (Li et al., 2002; Torchinsky & Toder, 2007; Paravicini & 

Touyz, 2008). 

 

5.3 Generación de radicales libres 

Los RL y especies reactivas de oxígeno proceden de fuentes metabólicas 

endógenas o de agresiones oxidativas externas. Entre las fuentes endógenas de 

producción de radicales libres podemos incluir las siguientes:  
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1. La cadena electrónica mitocondrial (Kas & Blattna, 1986).  

2. Una excesiva actividad de la NADPH fagocitaria (Gabig & Babior, 1979).  

3. La activación del metabolismo del ácido araquidónico en procesos 

inflamatorios (Winyard, 1999). 

4. La deslocalización de metales de transición (Fe2+ y Cu+) de sus sitios de 

depósito (Halliwell & Gutteridge, 1986).  

5. La hiperactividad de la xantina oxidasa (Chambers et al., 1985).  

6. La activación de la enzima óxido nítrico sintetasa (Beckman et al., 1990).  

7. Menor capacidad de los mecanismos protectores antioxidantes (Giugliano et 

al., 1996).  

Algunas de las fuentes exógenas de daño oxidativo son:  

1. Radiaciones ionizantes (Fridovich, 1983).  

2. Aumento en la disponibilidad de metales de transición en algunas 

enfermedades metabólicas y en procesos inflamatorias (Halliwell & Gutteridge, 1986).  

3. Acción de xenobióticos y fármacos (Trush et al., 1982).  

 

5.4 Peroxidación lipídica 

Consiste en el deterioro oxidativo de grasas oxígeno dependiente, y sobre todo 

de los ácidos grasos poliinsaturados. Generalmente ocurre cuando el radical hidroxilo 

(•OH) es generado en la proximidad de las membranas y ataca a los ácidos grasos 

poliinsaturados de los fosfolípidos, como el ácido araquidónico (Guéraud et al., 2010; 

Cornelius et al., 2013).   

Un •OH puede convertir cientos de ácidos grasos de la membrana en lípidos 

hidroperoxidados, que son muy inestables y rápidamente se descomponen en otros 

productos, pudiéndose producir nuevos radicales libres que pueden a su vez iniciar 

nuevas cadenas de peroxidación (Cornelius et al., 2013). Es precisamente en la 

propagación del daño oxidativo donde radica la mayor importancia de los RL 

(Gardner, 1989; Halliwell & Chirico, 1993; Spiteller et al., 2001; Guéraud et al., 

2010).  
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5.4.1 Productos de la peroxidación de lípidos  

Entre los diferentes aldehídos que se producen en la peroxidación de lípidos, los 

más intensamente estudiados han sido el malondialdehído (MDA) y los 4-

hidroxialquenales, en particular el 4-hidoxinonenal (HNE) y el 4-hidroxihexenal 

(Esterbauer et al., 1991).  

 

5.4.2 Malondialdehído 

El MDA es una molécula volátil, de bajo peso molecular (PM = 72,07), con un 

grupo 1,3-dicarbonilo siendo moderadamente ácido (Figura 9). En solución y en fase 

gaseosa, el MDA está enteramente enolizado manteniéndose a través de un enlace de 

hidrógeno intramolecular un equilibrio entre dos formas asimétricas. Resulta de la 

degradación oxidativa de los ácidos grasos poliinsaturados, especialmente del ácido 

araquidónico (Cornelius et al., 2013). Han sido varias las rutas hipotetizadas para esta 

formación, pero todas implican una primera ciclación del ácido graso poliinsaturado 

originario, que tras sucesivos intermediarios, se rompe para formar, entre otros 

productos de degradación, el MDA (Pryor & Stanley, 1975; Willson, 1978). Dado que 

este compuesto es un producto final común de la peroxidación lipídica 

independientemente del ácido graso poliinsaturado oxidado, su determinación ha sido 

aceptada ampliamente como marcador de este proceso (Bunnag, 2006; Surekha et al., 

2007; Negre-Salvayre et al., 2010).  

 

 

 

 

 

Figura 9. Estructura química del MDA, (Janero, 1990). 
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Desde que el estrés oxidativo y la peroxidación de lípidos han sido implicadas 

causalmente en la patogénesis de algunas enfermedades humanas, la determinación de 

productos remanentes de la peroxidación de lípidos, como el MDA, en tejidos o 

fluidos humanos, ha recibido considerable atención (Guéraud et al., 2010). Hasta ahora 

se han utilizado mayoritariamente técnicas que se basan en la reacción del MDA con el 

ácido tiobarbitúrico (Negre-Salvayre et al., 2010). La literatura señala que la 

determinación de MDA por cromatografía líquida de alta resolución (en inglés, HPLC) 

según el método de Richard (Richard et al., 1992) como una de las más adecuadas para 

reflejar el índice de peroxidación lipídica de una muestra biológica, siendo ésta 

precisamente la utilizada en nuestro estudio.  

 

6. Defensas antioxidantes  

Un antioxidante se define como cualquier sustancia que, cuando está presente a 

concentraciones bajas en comparación con las del sustrato oxidable, retrasa o previene 

significativamente la oxidación de dicho sustrato (Halliwell & Gutteridge, 1986). El 

término “sustrato oxidable” incluye casi toda macromolécula que se encuentra en las 

células vivas, como proteínas, lípidos, carbohidratos y ADN.  

La desintoxicación de las especies reactivas del oxígeno es uno de los requisitos 

para la vida aerobia, por lo que se ha desarrollado un importante sistema defensivo 

antioxidante formado por recolectores y neutralizadores no enzimáticos que se llaman 

antioxidantes (vitaminas C y E, glutatión, etc.), por las enzimas con actividad 

antioxidante directa o primaria, llamadas así por inactivar directamente especies 

reactivas de oxígeno (catalasa, superóxido dismutasa, glutation peroxidasa, etc.), y por 

las enzimas con actividad antioxidante secundaria, que contribuyen al mantenimiento 

de otros sistemas antioxidantes o bien conjugan sustancias derivadas de la acción 

tóxica de los radicales (glutation S-transferasa, glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, etc.) 

(Sies, 1991). 
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6.1 El sistema glutatión 

El sistema glutatión es el conjunto formado por el glutatión y las enzimas 

relacionadas con su metabolismo, que son responsables del mantenimiento de su 

estado redox en condiciones fisiológicas (Meister & Anderson, 1983). El glutatión es 

un tripéptido (constituido por ácido glutámico, cisteína y glicina) de interesantes 

propiedades biológicas debido a dos características estructurales: el enlace γ-glutamilo 

que lo protege de las peptidasas, y la presencia de un grupo tiol libre (-SH) que lo 

convierte en un compuesto muy reactivo con todo tipo de sustancias e incluso, consigo 

mismo (Meister & Anderson, 1983). Es el tiol no protéico más abundante en 

prácticamente todas las células animales (Dringen, 2000) y su presencia se puede 

explicar por su función de protección frente a la toxicidad del oxígeno. Se considera 

estado del glutatión al equilibrio entre las distintas formas en las que este tripéptido se 

puede presentar (Kosower & Kosower, 1978). Podemos encontrarlo en forma de tiol 

reducido (GSH), en forma oxidada (GSSG) y en forma de disulfuros mixtos en su 

mayoría GS-S-proteína. 

 

7. Trauma y estrés oxidativo 

El SNC es muy sensible al daño causado por la liberación de RL causado por 

peroxidación lipídica, ya que contienen un gran nivel de lípidos poliinsaturados en las 

membranas neuronales, y tiene una defensa antioxidante pobre (Coyle & Puttfarcken, 

1993).  

En las primeras etapas del daño cerebral después de un TCE existe un daño 

directo al tejido cerebral, y una incapacidad para regular el metabolismo y el flujo de 

sangre cerebral. Este patrón se denomina “daño isquémico”, produce una acumulación 

de ácido láctico (originada por la glicólisis anaeróbica), que aumenta la permeabilidad 

de las membranas, y genera edema. Posteriormente, las membranas celulares se 

despolarizan activando la peroxidación lipídica, aumentando la concentración 

intracelular de ácidos grasos libres y RL, que llevan a la degradación celular, y en 

algunos casos, a la muerte celular por apoptosis (Guéraud et al., 2010; Cornelius et al., 

2013).  
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Se sabe que después de un TCE los superóxidos radicales aumentan (Kontos & 

Wei, 1986) debido al daño causado y además, la activación de la microglía, la 

infiltración de macrófagos y neutrófilos, también favorecen este aumento de 

superóxidos radicales. Asimismo, la formación de peroxinitritos, en conjunto con los 

superóxidos radicales pueden activar la peroxidación lipídica (Cornelius et al., 2013).  

La peroxidación lipídica en un TCE comienza con la peroxidación del ácido 

araquidónico de las membranas neuronales, que combinan un anión hidroxilo y una 

molécula de agua con un átomo de hidrógeno convirtiendo los lípidos poliinsaturados 

del ácido araquidónico en radicales. Posteriormente, se produce una propagación de la 

radicalización de este ácido dado la poca estabilidad molecular del mismo, y así, este 

proceso termina en la liberación de productos de desecho neurotóxicos como el MDA 

(Corenelius et al., 2013).   

Estos productos de desecho que genera el estrés oxidativo, producen una 

respuesta inflamatoria, que por un lado, activa diferentes proteínas inhibidoras, entre 

ellas IκB (IKK) a través de la vía de proteínas quinasas activadas por mitógenos (p38, 

MAPK) y la quinasa reguladora de señales extracelulares (ERK1/2), que 

posteriormente, activará al factor nuclear kappa B (NFκB) (Je et al., 2004), con una 

consecuente respuesta de la proteína quinasa C (PKC)  y la liberación de macrófagos 

(Nitti et al., 2002). Por lo tanto, el estrés oxidativo parece tener un papel doble en el 

daño que genera, ya que por una parte los productos de desecho que genera son 

neurotóxicos por sí mismos, y por otra parte, activa la liberación de macrófagos, como 

la microglía, que pueden contribuir a este daño, como se ha mencionado anteriormente  

(Ekdahl et al., 2003; Monje et al., 2003; Kierdorf & Prinz, 2013). 

Algunos estudios sostienen que existe una relación entre la cantidad de aldehídos 

producidos en un TCE y la gravedad del mismo (Hlatky et al., 2002), porque han sido 

identificados como parte de un mecanismo que compromete la plasticidad e integridad 

neural (Steiner et al., 2004).  
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8. Neurogénesis  

La neurogénesis es la producción de las células SNC, de neuronas y células 

gliales. El término neurogénesis se aplica especialmente a los seres humanos, aunque 

se da en cualquier animal que posea sistema nervioso y, por tanto, células nerviosas 

(Brus et al., 2013). 

Se sabe que la mayoría de las células cerebrales se generan durante el desarrollo 

embrionario a partir de células madre pluripotenciales, aunque este proceso disminuye 

con el paso del tiempo, existe neurogénesis durante toda la vida de los vertebrados, 

pero este proceso sólo se lleva a cabo en áreas restringidas del SNC adulto (Gould et 

al. 1999; Kempermann & Gage, 2000; Álvarez-Buylla & García-Verdugo, 2002; Ming 

& Song, 2005; Noguès et al., 2012; Brus et al., 2013). En humanos la generación de 

nuevas neuronas se ha constatado y descrito en diferentes zonas del SN: en la zona 

subventricular, en el GD del hipocampo y en diferentes áreas de la corteza cerebral 

(Kempermann & Gage, 2000; Lledo et al., 2006; Arias-Carrión et al., 2007; Noguès et 

al., 2012).  

 

8.1 Trauma y neurogénesis 

Después de una agresión al SN, éste trata de compensar la pérdida celular en el 

cerebro, con un aumento de la neurogénesis. Se generan células madre 

pluripotenciales, que posteriormente migrarán al lugar de la lesión (Kojima et al., 

2010), y allí se diferenciarán en neuronas o células gliales (Arvidsson et al., 2002; 

Nakatomi et al., 2002); este aumento de neurogénesis, perdurará hasta un año después 

de la lesión, aproximadamente (Chen et al., 2003). Pero de todas las células nuevas que 

se generan, solamente algunas madurarán y se convertirán en neuronas funcionales, 

que podrían potencialmente reponer las neuronas perdidas, contribuyendo a la 

reparación de los tejidos, y así favorecer la recuperación cognitiva (Lu et al., 2005; 

Kernie & Parent, 2012).  

Este proceso es altamente complejo en el SNC, ya que los axones de las 

neuronas dañadas son incapaces de crecer en la lesión,  porque las células de glía que 

rodean a los axones lesionados crean un entorno no permisivo y hostil para su 
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regeneración, quedando interrumpida permanentemente la vía nerviosa lesionada 

(Menet et al., 2003). En el lugar de la lesión se forma una cicatriz glial, constituida por 

microglía y astroglía, que es una fuente de moléculas inhibidoras (Whitney et al., 

2009, Xia et al., 2010; Rocamonde et al., 2010), cuyo efecto final es la inhibición del 

proceso regenerativo, y ello conlleva una pérdida permanente e irreversible de las 

funciones mediadas por las neuronas dañadas (Zohar et al., 2003, Sharp et al., 2011).  

 

9. Factores de transcripción y citoquinas 

9.1 Factor Nuclear Kappa B  

El Factor Nuclear kappa B (en inglés NF-κB) es un factor de transcripción que 

pertenece a una familia compuesta por cinco miembros: p50 (producto de la proteína 

NF-κB1 o p105), p52 (producto de la proteína NF-κB2 o p100), p65 (también 

conocido como RelA), c-Rel y RelB; todos ellos tienen un dominio homólogo Rel, que 

contiene las regiones funcionales cruciales para este factor, como la región de unión al 

ADN, de dimerización, de localización nuclear y de interacción con las proteínas 

inhibitorias IκB, la cual enmascara los dominios de localización nuclear y de unión al 

ADN (Baeuerle & Henkel, 1994).  

Para ser transcripcionalmente activo, NF-κB debe ser un dímero y por ello los 

miembros se combinan para dar lugar a homodímeros o heterodímeros. Los dímeros de 

NF-κB existen de forma latente en el citoplasma unidos a la proteína inhibitoria IκB 

(Malek et al., 2001). Existe siete miembros reconocidos que componen la familia IκB: 

IκBα, IκBβ, IκBε, IκBγ, IκBζ, Bcl-3, y los precursores de p50 y p52, p105 y p100, 

respectivamente (Malek et al., 2001).  

La actividad de las IκBs está controlada por una cascada de fosforilación, a 

través de IκB quinasas (IKKs). Estas señales promueven la actividad de NF-κB 

provocan la fosforilación, disociación y degradación de la IκB a la que está unido, y 

finalmente la liberación de NF-κB, que migra al núcleo y se une a las secuencias κB 

del ADN para inducir la expresión de determinados genes (Alkalay et al., 1995; Chen 

et al., 1995) (Figura 10). 
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NF-κB se activa por varios estímulos como endotoxinas bacterianas, citoquinas 

inflamatorias, hipoxia, hiperglucemia (Baldwin, 1996), entre otros, y desempeña un 

papel fundamental en la regulación de respuestas inflamatorias, inmunitarias y al estrés 

(Lian et al., 2012). Asimismo, las especies reactivas de oxígeno también están 

involucradas en la activación de este factor de transcripción (Schmidt et al., 1995) y 

además se ha observado que la activación de NF-κB induce una variedad de genes 

implicados en respuesta a estrés oxidativo (Schreck et al., 1992). Se sabe que también 

participa en el proceso de muerte celular programada, teniendo efectos tanto pro-

apoptóticos como anti-apoptóticos (Middleton et al., 2000; Blondeau et al., 2001; 

Fridmacher et al., 2003; Brambilla et al., 2005; Mattson & Meffert, 2006), aunque el 

efecto pro o anti-apoptótico depende del tipo y duración del estímulo, y del tipo de 

célula (Clemens et al., 1997). Además, NF-κB participa en la regulación de la 

transmisión y plasticidad sináptica. Regula (negativamente o positivamente) la 

expresión de genes que generan cambios en la plasticidad sináptica y en las funciones 

cognitivas (West et al., 2002). Se ha descrito que algunas subunidades de NF-κB están 

involucradas en la neurogénesis (Denis-Donini et al., 2008). 

 

Figura 10: Ruta de señales de NF-κB. Diferentes estímulos pueden inducir la activación de NF-κB por 

activación de IκB quinasa (1), la cual fosforila a IκB (2), y la marca para su ubiquitinación. El NF-κB 

libre se trasloca al núcleo (3) y activa la expresión de genes (4). (Adaptado de Lorenzo et al., 2011). 
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9.1.1 Lesión cerebral y NF-κB 

Las primeras evidencias de que NF-κB podría desempeñar un papel importante 

en las respuestas de las neuronas frente a una lesión cerebral, proviene de estudios en 

modelos animales de trauma agudo. Evaluaron la actividad de unión de NF-κB al ADN 

en tejidos de la médula espinal y cerebro. Comprobaron que NF-κB se activa en las 

neuronas CA1 del hipocampo en respuesta a una isquemia focal transitoria del 

prosencéfalo (Clemens et al., 1997) y en asociación con las células gliales reactivas en 

ratas (Gabriel et al., 1999). La activación de NF-κB en condiciones adversas parece 

representar parte de un mecanismo de respuesta al estrés, que está diseñado para 

ayudar a las neuronas a sobrevivir. La inhibición de la respuesta de NF-κB en las 

neuronas, produce un aumento de la vulnerabilidad de las mismas, provocando 

procesos neurotóxicos que inducen a la muerte de estas células (Fridmacher et al., 

2003).  

En una lesión cerebral la actividad NF-κB se eleva y se mantiene durante un 

período de tiempo después (Nonaka et al., 1999; Sanz et al., 2002; Plesnila et al., 

2007). Dado que el equilibrio entre los efectos beneficiosos y perjudiciales de la 

inflamación dependen del tiempo y la intensidad de la respuesta (Lenzlinger et al., 

2001; Morganti-Kossmann et al., 2002; Mattson & Meffert, 2006) y como NF-κB 

interviene en procesos inflamatorios, algunos estudios han atribuido a su activación 

papeles tanto neuroprotectores como neurotóxicos (Brambilla et al., 2005; Lian et al., 

2012).  

La activación de NF-κB, después de la lesión, crea un sustrato no permisivo para 

el crecimiento de neuritas por medio de la activación de los astrocitos (de Freitas et al., 

2002), evitando el restablecimiento funcional. Sin embargo, esta actividad es 

controvertida, porque se ha visto que la activación de NF-κB en astrocitos conduce a la 

síntesis de neurotrofinas esenciales para la supervivencia neuronal (Zaheer et al., 

2001). Asimismo, la inhibición de NF-κB regula la respuesta glial, disminuyéndola, 

para que así realice una función neuroprotectora (Acarin et al., 2001). 

 

 



Introducción 

37 

 

9.2 Proteína quinasa A  

La proteína quinasa A (en inglés PKA) es una holoenzima heterotetramérica, 

AMPc-dependiente, que contiene dos subunidades reguladoras (R) que mantienen dos 

subunidades catalíticas (C)  (Corbin et al., 1973; Potter et al., 1978). Cuando los 

niveles de AMPc son bajos, PKA está latente, sin embargo, cuando los niveles de 

AMPc se elevan, las moléculas de AMPc se unen a cada las subunidades de PKA 

activándola (Kemp et al., 1976; Corbin et al., 1977) (Figura 11).  

 

Figura 11: Funciones relacionadas con la activación de PKA. (Adaptado de Hsiao et al., 2007). 

 

PKA desempeña múltiples funciones neuronales, aunque su localización y su 

especificidad son controladas en gran medida por las proteínas de anclaje AKAPs. 

PKA es importante para el aprendizaje y la memoria (Byrne & Kandel, 1996; Abel et 

al., 1997; Sweatt, 2001; Dubnau et al., 2003; Bauman et al., 2004). Además, está 

implicada en múltiples formas de plasticidad sináptica (Yasuda et al., 2003; 

Chevaleyre et al., 2007; Lu et al., 2007), incluyendo la potenciación del hipocampo a 

largo plazo. PKA también está implicada en el tráfico y degradación de proteínas, la 
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transcripción de genes y la regulación de la excitabilidad neuronal (Ehlers, 2000; 

Impey & Goodman, 2001; Choi et al, 2002; Hoshi et al, 2005; Inan et al, 2006).  

 

9.2.1 Lesión cerebral y PKA  

La regeneración neuronal, dentro del SNC, es altamente complicada, dado que 

las células de la glía obstruyen, dificultan y contribuyen, a que los axones y dendritas 

no consigan volver o mejorar su estado tras una lesión, y gran parte de este problema 

se produce por la cicatriz glial. Ésta, forma una barrera física y bioquímica, 

caracterizada por una astrogliosis, por un aumento de la actividad de microglía 

(aumentando la inflamación), y por la secreción de diferentes moléculas como 

proteoglicanos de sulfato de condroitina (CSPGs) sulfato de queratina, proteoglicano y 

citotactina/tenascina (McKeon et al., 1991; Jones et al., 2002; Silver & Miller, 2004). 

No obstante, algunos estudios han conseguido disminuir la astrogliosis por medio de la 

activación de PKA que produce una elevación de AMPc, y podría mejorar la 

regeneración axonal, haciendo que el ambiente del SNC sea más permisivo (Hannila & 

Filbin, 2008). El aumento de AMPc por medio de la vía de PKA, promueve el 

crecimiento y regeneración de las dendritas en este ambiente más permisivo, parecido 

al del SNP (Aglah et al., 2008), ayudando a la restauración de las funciones sinápticas. 

Además de la cicatriz glial, existen diferentes moléculas que interfieren 

activamente en el crecimiento dendrítico, después de una lesión, como la glicoproteína 

asociada a la mielina (MAG), glicoproteína de mielina de oligodendrocitos (OMgp) y 

la proteína Nogo-A, que inhiben el crecimiento axonal (CKerracher & Winton, 2002; 

Liu et al, 2006), sin embargo la activación de PKA en este proceso, produce un 

bloqueo en ese efecto inhibitorio, y así favorece el crecimiento de dendritas en la zona 

lesionada (Qiu et al, 2002; Neumann et al., 2002).  

 

9.3 Proteína de unión al elemento de respuesta de AMPc  

La proteína de unión al elemento de respuesta de AMPc (CREB) pertenece a una 

familia de factores de transcripción que se une en forma de dímero a una región 
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específica del ADN, al elemento de respuesta del AMPc (CRE), que se localiza en los 

promotores de numerosos genes, regulando su expresión (Carlezon et al., 2005). 

CREB es un mediador entre la señalización molecular de los estímulos externos 

(factores de crecimiento y agentes extracelulares) y la expresión de determinados 

genes con su consecuente respuesta en las células u órganos diana (Shaywitz & 

Greenberg, 1999) y está implicado en numerosas rutas de señalización intracelular 

(Figura 12). 

Cuando la célula recibe una señal, se estimula la cascada de señalización 

intracelular y se fosforilan ambos miembros del dímero de CREB, que inician su 

actividad transcripcional (Mayr & Montminy, 2001). CREB es activo cuando se 

fosforila en la serina 133 por la proteína quinasa A (PKA) dependiente de AMPc, y se 

convierte en fosfo-CREB (pCREB), que tiene mayor afinidad por el ADN y así lleva a 

cabo la transcripción de los genes (Carlezon et al., 2005). CREB es también 

fosforilado en esta misma serina por otras quinasas como la calmodulina dependiente 

de Ca2+ IV (CaMKIV) y la quinasa reguladora de señales extracelulares (ERK) 

(Kasahara et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Rutas y eventos que intervienen en la activación de CREB. (Adaptado de Carlezon et 

al., 2005). 
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Esta proteína también está implicada en la activación de la síntesis de proteínas  

necesarias para la formación de memoria a largo plazo (Ishige et al., 1999; Lamprecht 

& Dudai, 1996; Lamprecht et al., 1997; Kitagawa, 2007). La supresión de la actividad 

de CREB a través de oligonucleótidos antisentido (Guzowski & McGaugh, 1997) o 

“knock out” genéticos (Bourtchuladze et al., 1994) altera la formación de memoria a 

largo plazo; mientras que la sobreexpresión de CREB puede aumentar dicho tipo de 

memoria (Josselyn et al., 2001). Además, CREB regula la transcripción de GABAA1, 

un subtipo de receptor del neurotransmisor ácido gamma-aminobutírico (GABA) que 

participa en la excitabilidad neuronal y en la modulación de la neurotransmisión 

sináptica (Lujan, 2007). La interrupción de la ruta de fosforilación de CREB perjudica 

algunas habilidades cognitivas y aspectos del comportamiento asociados con el sistema 

nervioso central (Kitagawa, 2007).  

 

9.3.1 Lesión cerebral y CREB  

Existe una gran pérdida neuronal, tras un TCE, que implica un deterioro en las 

uniones bioquímicas y moleculares, que tiene como repercusión un daño en la 

transcripción de diferentes genes, y asimismo una pérdida en las funciones sinápticas, 

cognitivas, de memoria, entre otras (Atkins et al., 2009). El papel del organismo es 

reestablecer la completa funcionalidad de las neuronas dañadas, que haya regeneración 

axonal, y se establezcan nuevas conexiones sinápticas, sin embargo, esto se ve 

condicionado por la cadena de sucesos que dificultan o ayudan a que esto se lleve a 

cabo. Como las vías por las cuales los factores de transcripción actúan son variadas, el 

proceso de recuperación depende de la vía por la cual se activen los diferentes factores 

de transcripción  

Diversos estudios han visto que existe un aumento en la activación de CREB en 

neuronas tras un daño cerebral, en la corteza cerebral y el hipocampo (Yoneda et al., 

1994; Salminen et al., 1995; Walton et al., 1996), que favorece la regeneración y 

supervivencia neuronal (Lau et al., 2013). Asimismo, también existe un aumento de 

CREB en astrocitos, oligodendrocitos, células endoteliales y microglía, que se ha 

asociado a la supervivencia de estas últimas (Tanaka et al., 2001; Sugiura et al., 2004).  
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9.4 Quinasa reguladora de señales extracelulares  

La quinasa reguladora de señales extracelulares (en inglés, ERK) está 

relacionada con las proteínas quinasas serina/treonina (Roskoski, 2012), es parte de la 

familia de la proteína MAPK (Wortzel & Seger, 2011). ERK está compuesto por un 

pequeño lóbulo amino-terminal, rico en glicina que alberga un componente de adenina 

de ATP, y un gran lóbulo carboxi-terminal que contiene varias hélices-α y filamentos-

β (Knighton et al., 1991; Taylor & Kornev, 2011). ERK se activa por medio de MEK 

(Figura 13) que fosforila los residuos de tirosina que se producen en una secuencia 

específica treonina/glutamato/tirosina (Haystead et al., 1992; Burack & Sturgill, 1997), 

esta fosforilación de la tirosina disocia a ERK de MEK, luego se vuelve a asociar con 

la misma u otra proteína MEK activa, para catalizar la fosforilación de la treonina 

(Ferrell & Bhatt, 1997).  

ERK, contiene diversas isoformas, pero las más estudiadas son: ERK 1 (p44) y 

ERK 2 (p42), ambos son muy similares en su secuencia y se han considerado iguales 

(Yoon & Seger, 2006), sin embargo algunos estudios han visto que las quinasas ERK 

realizan funciones diferentes (Yao et al., 2003; Vantaggiato et al., 2006; Harrintong et 

al., 2012). Las dos proteínas ERK se coexpresan en la mayoría de los tejidos (Lloyd, 

2006) y cumplen funciones importantes en el desarrollo de los individuos. Estudios 

realizados en animales han comprobado que la falta de ERK puede producir la muerte 

de los mismos (Yao et al., 2003). Una actividad baja de ERK se relacionan con la 

promoción de la supervivencia celular y una actividad alta se relacionan con la 

diferenciación celular (Halfar et al., 2001). Participa en la regulación de una gran 

variedad de procesos incluyendo adhesión, diferenciación, migración, proliferación y 

supervivencia celular, progresión del ciclo celular, el metabolismo, y la transcripción 

de diversos genes (Roskoski, 2012). Además juegan un papel importante en el 

aprendizaje y la memoria a largo plazo (Mazzucchelli et al., 2002).  
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Figura 13: Rutas y eventos que intervienen en la activación de ERK1/2. (Adaptado de Liu et al., 

2014). 

 

9.4.1 Lesión cerebral y ERK  

La activación de ERK 1/2 en un TCE produce una reacción en cadena que puede 

provocar la liberación de glutamato, que provoca a su vez, citotoxicidad, generación de 

especies reactivas al oxígeno y estrés oxidativo (Kawasaki et al., 2007). Además, 

regulan las respuestas celulares amplificando la expresión de genes diana que inducen 

o inhiben mecanismos de apoptosis, proliferación celular, metabolismo, crecimiento 

diferenciado, inflamación y neurotoxicidad (Lu et al., 2005; Liu et al., 2009).  

Algunos estudios, han demostrado que ERK está implicado en la activación de 

factores neurotróficos, como el factor endotelial de crecimiento vascular (VEGF), 

factor de crecimiento nervioso (NGF), factor neurotrófico derivado del cerebro 

(BDNF) y por ello favorece la neuroprotección y regeneración (Matsuzaki et al., 2001; 

Xia et al., 2010; Ma et al., 2011). Y además, se sabe que la activación de ERK 

desencadena un aumento de la actividad de AMPc y la fosforilación de CREB, que a 

su vez está implicado en la regeneración y supervivencia neuronal (Lau et al., 2013), 
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así como también la supervivencia de las células gliales (Tanaka et al., 2001; Sugiura 

et al., 2004).  

 

9.5 Factor Neurotrófico Ciliar  

El factor neutrófico ciliar (en inglés, CNTF) es una proteína, que pertenece a la 

familia de las interleuquinas neuropoyéticas (Wen et al., 2008). Esta familia se 

compone por las interleuquinas 6 y 11 (IL-6, IL-11), el factor inhibidor de la leucemia 

(LIF), oncostatina M (OSM), cardiotrofina-1 (CT-1), neurotrofina-1 (NNT-1) y la 

citoquina semejante a la cardiotrofina (CLC) (Bazan, 1990; Fann & Patterson, 1994; 

Hibi et al., 1996; Taga & Kishimoto, 1997; Senaldi et al., 1999.) Cada una de estas 

citoquinas posee un receptor ligando específico, pero comparten un receptor similar, 

gp130, que media la transducción en la señalización (Rosell et al., 2003). 

El CNTF se identificó inicialmente como tal, por su capacidad para mantener la 

supervivencia de las neuronas parasimpáticas de ganglios ciliares en estudios 

experimentales con animales (Huising et al., 2006). Diversos estudios han demostrado 

que esta proteína favorece la supervivencia de diferentes tipos de neuronas, como las 

neuronas de origen cerebral e hipocampal (Ip et al., 1991; Lärkfors et al., 1994), las 

neuronas sensoriales (Simon et al., 1995) y motoras (Oppenheim et al., 1991) (Figura 

14). 

Además de favorecer la supervivencia neuronal, CNTF actúa en varios tipos 

celulares, y están involucradas en diversos procesos celulares y biológicos, funciones 

hepáticas, hematológicas, endocrinas y cardíacas (Rosell et al., 2003), asimismo su 

producción, puede modificar la respuesta inflamatoria (Li et al., 2011).  
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Figura 14: Rutas y eventos en los que intervienen la activación de CNTF. (Adaptado de Li et al., 

2011). 

 

9.5.1 Lesión cerebral y CNTF 

Varios estudios, han corroborado que, CNTF suele actuar como un factor que se 

libera principalmente en los tejidos sometidos a un trauma o estrés y que existe un 

cambio evidente en su localización y expresión sobre las lesiones de los nervios 

(Friedman et al., 1992;  Sendtner et al., 1992; Rudge et al., 1995).  

En caso de un traumatismo cerebral la producción de CNTF aumenta por medio 

de la activación de los astrocitos, entre otras, como parte de la respuesta 

neuroinflamatoria (Lin et al., 2009), y además, está altamente relacionado con la 

secreción de factores neurotróficos microgliales que favorecen la supervivencia de 

diversas poblaciones celulares, como las neuronas y la oligodendroglía (Arakawa et 

al., 1990; Sendtner et al., 1992; Albrecht et al., 2002; Albrecht et al., 2007; Krady et 

al., 2008) y asimismo, está específicamente relacionado con la diferenciación neuronal 

y glial (März et al., 2002; Krady et al., 2008; Dutt et al., 2010).  
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Otros estudios han comprobado que tras una lesión CNTF activa la microglía, 

pero, a su vez, activa factores neurotróficos como el factor neurotrófico glial (Schaar et 

al., 1994; Bohn, 2004) o el factor de crecimiento de los fibroblastos (FGF-2), 

producido por los astrocitos (Albrecht et al., 2002), disminuyen la secreción de 

citoquinas relacionadas con la inflamación y la muerte celular, como el marcador de 

necrosis tumoral (TNFα), la interleuquina 1β (IL-1β) y ciclooxigenasa-2 (Krady et al., 

2008). Por ello, algunos estudios consideran que la activación de microglía por medio 

de este neurotrófico puede ser beneficiosa para la supervivencia celular después de la 

lesión, ya que cambia su fenotipo normal de inflamación a un estado que promueve el 

crecimiento (Krady et al., 2008). 

 

9.6 Proteína activadora de neutrófilos 2 o quimiocina CXC ligando 7   

La proteína activadora de neutrófilos 2 (en inglés, NAP-2) o quimiocina CXC 

ligando 7 (CXCL-7) es una quimiocina que pertenece a la súper familia de citoquinas 

de unión a heparina estructuralmente homólogas que se compone por cuatro 

subfamilias (CC, CXC, C, CX3C) (Santoni et al., 2014). Se clasifican estructuralmente 

según el espaciado o la presencia de residuos de cisteína cerca del extremo amino 

terminal. La subfamilia CC, tiene los dos primeros residuos de cisteína adyacentes; la 

subfamilia CXC los dos primeros residuos están separados por un residuo aminoácido 

(Wang et al., 2010) y se dividen en ligandos del 1 al 17; la subfamilia C, no tiene 

residuos en su extremo amino terminal; por último, la subfamilia CX3C, tiene tres 

residuos aminoácidos entre los dos primeros de cisteína (Strieter et al., 1995; Luster, 

1998; Belperio et al., 2000).  

Los ligandos de las quimiocinas CXC se clasifican sobre la base de la presencia 

o ausencia de tres residuos de aminoácidos glucina-leucina-arginina (Glu-Leu-Arg; 

motivo "ELR"), que precede a la primera residuo de cisteína en la estructura primaria 

de estas proteínas, y que es necesario para el reconocimiento y la señalización de  los 

receptores CXC (Feniger-Barish et al., 1999). Las quimiocinas que tienen el motivo 

ELR (ELR+ CXC) promueven la angiogénesis, y las quimicionas que carecen del 

mismo (ELR- CXC) inhiben este proceso (Strieter et al., 1995).  
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Las quimicionas CXC interactúan con la familia molecular de receptores CXC 

(CXCR), que posee cinco miembros, y forman parte de la familia de receptores 

acoplados a la proteína G (Murphy, 1994; Loetscher et al., 1996). Específicamente, 

CXCL-7 interactúa y tiene más afinidad por los receptores CXCR1 y CXCR2 (Schenk 

et al., 2002).  

Se expresa en plaquetas, megacariocitos, además, diferentes líneas celulares lo 

producen, como los linfocitos T y los monocitos (Idia et al., 1996; Schaffner et al., 

2004). Asimismo, las células dendríticas, bajo estímulos inflamatorios, también 

producen CXCL-7 (Wang et al., 2010).  

Estudios realizados en humanos y animales, han comprobado que CXCL-7 y sus 

formas más pequeñas, ayudan a la producción de plaquetas, la maduración de los 

megacariocitos (Khajoee et al. 2006). Es un potente quimioatrayente y activa los 

neutrófilos (Wang et al., 2010), además puede promover su migración a través del 

endotelio (Schenk et al., 2002). (Figura 15) 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Rutas y eventos en los que intervienen la activación de CXCL-7. (Adaptado de 

Thornton et al., 2010). 

 

9.6.1 Lesión cerebral y CXCL-7 

Diferentes estudios han comprobado  que después de un trauma cerebral existe 

una migración celular, generada por el sistema inmune, donde células, como las de la 
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microglía, actúan (Del Río-Hortega, 1949; Kreutzberg, 1996; Hanisch & Kettenmann, 

2007; Ransohoff & Perry, 2009). Esta respuesta del SNC mediada por las células de la 

glía, activa una cascada de sucesos, entre ellos, un proceso inflamatorio (Quintana et 

al., 2007) en conjunto con el proceso de recuperación, que implica neurogénesis y 

angiogénesis (Rocamonde et al., 2012). 

Diversos estudios han comprobado que las quimiocinas, como la subfamilia 

CXC, y,  específicamente CXCL-7, cumplen un papel fundamental en la migración y 

circulación linfocitaria, así como en la modulación de la respuesta inmune, además del 

reclutamiento de leucocitos en zonas de inflamación (Schenk et al., 2002; Wang et al., 

2010). Desempeña funciones quimioatrayentes, favorece la activación de los 

neutrófilos (Wang et al., 2010), la maduración de megacariocitos y la producción 

plaquetaria, adenás cumple funciones antimicrobianas (Tang et al., 2002; Schaffner et 

al., 2004), y parte de la resistencia antimicrobiana es mediante la producción de 

especies reactivas de oxígeno (Khajoee et al., 2006).  

CXCL-7 cumple funciones importantes en angiogénesis y hematopoyesis 

(Belperio et al., 2000; Youn et al., 2000). Asimismo, se ha demostrado, en estudios 

experimentales in vitro, que favorece la atracción y reclutamiento de células madre 

mesenquimales, procedentes de la médula ósea, así como realizan cambios en su 

migración, adhesión y proliferación (Kalwitz et al., 2009). 

 

9.7 Molécula soluble de adhesión intercelular tipo 1  

La molécula soluble de adhesión intercelular tipo 1 (sICAM-1) es la forma 

circulante de la molécula de adhesión intercelular tipo 1 (ICAM-1) (Witkowska & 

Borawska, 2004). Ambas, son una glicoproteína y pertenecen a una gran familia de 

inmunoglobulinas, que se caracterizan por mediar la activación leucocitaria, así como 

la adhesión de los leucocitos a las células endoteliales (Frijns & Kappelle, 2002). Estas 

moléculas están compuestas por cinco dominios extracelulares Ig, pero a diferencia de 

ICAM-1, que posee un dominio transmembrana hidrofóbico y un dominio 

citoplasmático corto (Marlin & Springer, 1987), sICAM-1 carece de estos dominios 

(Lawson & Wolf, 2009; Wolf & Lawson, 2012). Se expresan en las superficies de 
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diversas líneas celulares (Rothlein et al., 1991; Fonsatti et al., 1997; Marino et al., 

2001; Whiteman et al., 2003). 

En condiciones normales, sICAM-1 está presente en suero (Gearing & Newman, 

1993), aunque también se ha detectado sICAM-1 en otros fluidos corporales, como 

líquido cefalorraquídeo (Tsukada et al., 1993), líquido sinovial (Mason et al., 1993), 

esputo (Chihara et al., 1994), orina (Teppo et al., 2001) y fluidos broncoalveolares 

(Shijubo et al., 1994). 

Diversos grupos celulares producen sICAM-1, entre ellos, las células 

endoteliales, las células hematopoyéticas, las células endoteliales del cordón umbilical, 

las células de tejidos cardíacos (Lawson & Wolf, 2009). Y aunque no se conoce, con 

certeza, el mecanismo por el cual sICAM-1 aumenta su actividad o por qué vías actúa, 

diversos estudios han comprobado que se activa por medio de factores implicados en 

la inflamación (TNF-α, IL-1β e IFN-γ), y actúa a través de la vía MAPK-ERK1/2 y 

NFκB (Becker et al., 1991; Fonsatti et al., 1997; Lyons & Benveniste, 1998), aunque 

puede implicar otras quinasas y otras vías de señalización (Lawson & Wolf, 2009)  

(Figura 16).  

La molécula sICAM-1 cumple funciones parecidas a ICAM-1, ambas favorecen 

la migración transendotelial de los leucocitos y forman conexiones entre ellos, aunque 

se ha comprobado en algunos estudios de investigación que sICAM-1 compite por las 

uniones de ligandos específicos de las membranas celulares afines a ICAM-1, como el 

antígeno asociado a la función leucocitaria (LFA-1) y el antígeno asociado a 

macrófagos (mac-1) (Marlin et al., 1990; Martin et al., 1993; Tsakadze et al., 2006). 

Asimismo, se ha considerado que sICAM-1 refleja el grado de activación de células 

endoteliales (Lawson & Wolf, 2009).  
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Figura 16: Rutas y eventos que intervienen en la activación de sICAM-1. (Adaptado de Lawson 

& Wolf, 2009). 

 

9.7.1 Lesión cerebral y sICAM-1 

Después de un trauma cerebral, existe un proceso inflamatorio, provocado por el 

mismo trauma o por la cascada de sucesos que desencadena este daño (Quintana et al., 

2007). La respuesta inflamatoria del SNC está mediada por células de la glía 

(astrocitos y microglía), macrófagos, células polimorfonucleares y citoquinas, entre 

ellas, sICAM-1 (Harting et al., 2008; Mukherjee et al., 2011).  

En diversos estudios realizados en modelos experimentales de daño cerebral, han 

comprobado que las moléculas solubles de adhesión celular vascular (sVCAM-1) y 

sICAM-1, regulan la respuesta inmune (Bevilacqua, 1993). Cumplen funciones 

fisiopatológicas en la inflamación cerebral inicial, reclutando células activadas de la 

sangre periférica a través de las células endoteliales (Hafler & Weiner, 1989), 

favoreciendo la migración de leucocitos hacia el lugar de la lesión a través de la 

barrera hematoencefálica (Yilmaz & Granger, 2008).  
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Los eventos que se generan a partir de las respuestas inmune e inflamatoria, que 

implican a estas moléculas de adhesión, cumplen funciones neuroprotectoras y 

neurodegenerativas a la vez (Allan, 2000; Allan & Rothwell, 2001; Morganti-

Kossmann et al., 2002; Giddings, 2005). En algunos estudios han visto, que la 

activación y migración de leucocitos hacia la zona lesionada, por medio de estas 

moléculas, después de un daño cerebral ejerce una función neuroprotectora (Ziv et al., 

2007). Sin embargo, otros estudios han comprobado que el aumento de sICAM-1 

después de un trauma produce una peor recuperación asociada al daño secundario 

producido por la respuesta inmune (Wang et al., 2011). Asimismo, también se ha 

comprobado que en concentraciones muy altas, sICAM-1 bloquea las uniones de los 

leucocitos a las células endoteliales, activa la cascada inflamatoria y produce 

angiogénesis (Lawson & Wolf, 2009). 

 

9.8 Selectina Leucocitaria  

La selectina leucocitaria (CD62L) es una glicoproteína que pertenece a una 

familia de selectinas calcio-dependientes tipo I. Se compone por tres miembros: la 

selectina plaquetaria (CD62P), la selectina endotelial (CD62E) y la selectina 

leucocitaria (CD62L) (Kansas, 1996).  

Estas tres selectinas están formadas por dos dominios principales: un dominio N-

terminal tipo lectina y otro dominio tipo factor de crecimiento de la epidermis; un 

número variable de repeticiones de consenso, según las cuales se clasifican, un único 

dominio transmembrana y una cola citoplasmática (Ley, 2003). La selectina 

plaquetaria tiene nueve repeticiones, la selectina endotelial tiene seis, y la selectina 

leucocitaria tiene sólo dos (Kelly et al., 2007).  

Sus ligandos se componen de restos de carbohidratos o mucinas, proteínas ricas 

en treonina o serina, aunque tienen un ligando común llamado glicoproteína selectina 

plaquetaria ligando 1 (PSGL-1, en inglés) que se expresa en células mieloides, 

linfoides y dendríticas, e interactúa con las tres selectinas, favoreciendo su actividad 

(Kansas, 1996).   
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Se ha comprobado que las selectinas son moléculas de adhesión potentes, que 

dirigen los leucocitos hacia los tejidos dañados para eliminar infecciones y sanar 

heridas, aunque también juegan un papel importante en la inflamación (Ludwig et al., 

2007). 

La selectina leucocitaria se expresa en la mayoría de leucocitos, promueve el 

tráfico de leucocitos a través del endotelio y los vasos sanguíneos (Figura 17), 

mediante interacciones vinculantes con ligandos de carbohidratos, en las vénulas 

endoteliales de los nódulos linfáticos, o en capas endoteliales activadas por una 

inflamación (Kelly et al., 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17: Reclutamiento y migración leucocitaria promovida por las Selectinas. (Adaptado de 

Zonneveld et al., 2014). 

 

9.8.1 Lesión cerebral y CD62L 

Para que los leucocitos puedan atravesar los tejidos, migrar, adherirse e 

intervenir en una inflamación, utilizan moléculas de adhesión que controlan este 

proceso (Grailer et al., 2009). Este proceso, llamado “cascada de adhesión”, se define 

como una serie de interacciones superpuestas y sinérgicas entre las diferentes familias 

de moléculas de adhesión: las selectinas, mucinas, inmunoglobulinas e integrinas, 

además de factores quimiotácticos, como las quimiocinas (Steeber & Tedder, 2000).  
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Estas moléculas cumplen la función de “capturar” los leucocitos de los vasos 

sanguíneos, favorecen la migración y adhesión transendotelial en el tejido (Ley et al., 

2007).  

Las selectinas, específicamente la selectina leucocitaria, son las primeras en 

mediar esta respuesta inmune. A través de sus ligandos, entre ellos PSGL-1, capturan y 

movilizan los leucocitos (Tu et al., 2002). Estos ligandos específicos se expresan en las 

vénulas endoteliales altas de los nódulos linfoides periféricos, y mantienen en 

constante circulación los leucocitos entre la sangre y la linfa (Grailer et al., 2009). 

Además de reclutar leucocitos circulantes y transportarlos a través de los tejidos, la 

selectina leucocitaria, también interactúa con leucocitos ya adheridos a otros tejidos, 

produciendo que aumente la migración hacia el lugar donde se da la inflamación 

(Eriksson et al., 2001).  

Esta selectina cumple una función como molécula de señalización de 

transducción, ya que, la unión a esta molécula, desencadena la activación de diversas 

rutas de señalización intracelular, que aumentan la actividad de integrinas e 

incrementan la adhesión leucocitaria endotelial (Giblin et al., 1997; Steeber et al., 

1997).  

La selectina leucocitaria desempeña una función importante en la quimiotaxis y 

adhesión leucocitaria. Diversos estudios experimentales han comprobado que, existía 

una gran disminución de la migración de leucocitos carentes de esta selectina de los 

vasos sanguíneos hacia los tejidos inflamados, en comparación con los que sí la tenían 

(Hickey et al., 2000; Venturi et al., 2003).  

 

9.9 Fractalquina  

La fractalquina (CX3CL-1) es una quimiocina que pertenece a la súper familia 

de citoquinas de unión a heparina estructuralmente homólogas que se compone por 

cuatro subfamilias (CC, CXC, C, CX3C) (Santoni et al., 2014). Al igual que CXCL-7, 

su estructura se clasifica según la presencia de residuos de cisteína cerca del extremo 

amino terminal. La subfamilia CX3C, solamente está compuesta por dos miembros, 

CX3CL-1 y su receptor CX3CR-1 (Bazan et al., 1997; Imai et al., 1997; Pan et al., 
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1997), y se caracteriza por tener tres residuos aminoácidos entre los dos primeros de 

cisteína (Strieter et al., 1995; Luster, 1998; Belperio et al., 2000).  

A pesar de que CX3CL-1 y CX3CR-1 se distribuyen en gran variedad de tejidos 

en el organismo, se expresan de forma específica en las células del SNC: CX3CL-1 se 

expresa en neuronas y el receptor CX3CR-1 se expresa en las células de la microglía 

(Tarozzo et al., 2003; Prinz & Priller, 2010).  

Esta citoquina desempeña un papel fundamental en la comunicación neurona-

microglía (Figura 18), cumpliendo funciones importantes en la regulación y activación 

de las células de la microglía, además de favorecer la sinapsis y la plasticidad neuronal 

(Wolf et al., 2013).  

 

Figura 18: Unión de Fractalquina con su receptor, intercomunicación neurona-microglía. 

(Adaptado de Wolf et al., 2013). 

 

 9.9.1 Lesión cerebral y CX3CL-1 

En condiciones de neuroinflamación, se sabe que la microglía tiene funciones 

neurodegenerativas y neuroprotectoras a la vez; parte de esta ambigüedad se debe a la 

participación de CX3CL-1 y su receptor CX3CR-1 (Cardona et al., 2006; Fuhrmann et 

al., 2010; Liu et al., 2010). Existe una dependencia de la actividad de microglía con 



Introducción 

54 

 

respecto a esta citoquina y, por lo tanto, de las diversas facetas que tiene la activación 

de estas células en el SNC.  

La actividad de CX3CL-1 regula la actividad de microglía: por una parte, resulta 

beneficiosa por su actividad fagocitaria, pero por otra, parece ser perjudicial debido a 

la secreción de citoquinas proinflamatorias asociadas a la esta actividad microglial 

(Wolf et al., 2014).  

En modelos experimentales, se ha visto que la deficiencia de CX3CL-1 reduce la 

muerte neuronal relacionada con la activación de microglía, así como la velocidad de 

migración de la microglía (Fuhrmann et al., 2010). Sin embargo, otros estudios han 

comprobado que la deficiencia de CX3CL-1 produce una disminución de 

neurogénesis, un aumento en la producción de interleuquinas inflamatorias como IL-

1β, una disminución en la supervivencia y proliferación de las células progenitoras 

neuronales (Bachstetter et al., 2011).  

En otro estudios exponen, que la administración de CX3CL-1 previene la muerte 

de neuronas dopaminérgicas (Pabon et al., 2011). Y en modelos de isquemia cerebral, 

reduce el tamaño de las zonas dañadas por la isquemia, la activación de caspasa-3, un 

marcador de apoptosis, y los déficits neurológicos asociados (Cipriani et al., 2011). 

 

10. Naltrexona 

La naltrexona es un derivado de la naloxona, un antagonista opioide sin 

propiedades de agonista. La actividad de la naltrexona es debida tanto al fármaco como 

a su metabolito el 6-β-naltrexol, con una vida media de 2,7 ± 1,0 h (Gonzalez & 

Brogden, 1988; Agrawal, 2005) (Figura 19).  
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Figura 19: Estructura molecular de la naltrexona. (Adaptado de Yerramreddy et al., 2010) 

 

La naltrexona se utiliza como tratamiento en el alcoholismo crónico, y su uso se 

basa en sus propiedades de bloqueo de los receptores opioides, reduciendo así las 

propiedades reforzantes del alcohol (O’Brien, 2005). Sin embargo, se está estudiando 

el uso de la naltrexona en enfermedades, como por ejemplo en la esclerosis múltiple 

(Cree et al., 2010; Sharafaddinzadeh et al., 2010) y en la fibromialgia (Younger & 

Mackey, 2009), existen ensayos clínicos donde empleando bajas dosis de naltrexona 

(3-4,5 mg/día) se han observado mejoras en estos pacientes. A su vez, se ha observado 

que la naltrexona tiene efectos antiinflamatorios e inmunomoduladores tanto in vitro 

como in vivo (Ray et al., 1992; Greeneltch et al., 2004; Lin et al., 2005; Younger et al., 

2014).  

Existen dos mecanismos diferentes por los cuales se propone que la naltrexona 

puede tener una acción antiinflamatoria: por una parte podría inhibir directamente al 

TNF-α, producido desde los macrófagos, y por otra parte, la inducción por la 

naltrexona de la producción de diferentes citoquinas antiinflamatorias como las 

interleuquinas 10, 4 y 3 (IL-10, IL-4 e IL-3), las cuales disminuirían la producción de 

TNF-α (Dinarello, 1997; Younger et al., 2014).  

Además existen estudios que han observado que la administración de naltrexona 

produce efectos beneficiosos a través de sus propiedades antioxidantes, en estudios en 

hígado, su acción reduce la infiltración de linfocitos polimorfonucleares, los cuales 

indirectamente hubieran podido causar daño oxidativo (Wang et al., 2008). Aunque 

aún no se conoce con exactitud si la naltrexona tiene propiedades antioxidantes por 

ella misma, o si es a través de mecanismos secundarios. Sin embargo, estudios 
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realizados en nuestro grupo de investigación, han comprobado que el tratamiento con 

naltrexona, disminuye el estrés oxidativo provocado por el alcohol en un modelo 

animal de alcoholismo crónico (Almansa et al., 2013), lo que sugiere que la naltrexona 

puede tener propiedades antioxidantes en sí misma.  

 

10.1 Naltrexona como tratamiento antioxidante y antiinflamatorio 

Después de un TCE existen varios mecanismos que producen una liberación de 

diferentes moléculas (citoquinas, proteínas, quinasas, etcétera), que influyen de forma 

importante en la recuperación, regeneración o degeneración celular (Day et al., 2011).  

Algunos estudios han comprobado que la activación de los astrocitos y microglía 

produce un aumento de especies reactivas de nitrógeno, como los peroxinitritos (Hill et 

al., 2004; Broholm et al., 2004). La descomposición de peroxinitritos forma radicales 

hidroxilo (Beckman et al., 1990), que inicia la peroxidación lipídica celular y la 

oxidación de proteínas, que pueden causar daño en los tejidos y muerte celular 

(Kukreja & Hess, 1992; Kukreja & Janin, 1997). Además de ser un daño en sí mismo, 

el aumento de peroxinitritos, derivado de la activación de la glía, inhibe el transporte 

de glutamato en las hendiduras sinápticas de las neuronas, provocando un daño 

añadido, porque la acumulación de glutamato produce neurotoxicidad excitatoria. El 

tratamiento con naltrexona disminuye la actividad oxidativa, de esta forma, sería capaz 

de liberar los canales de transporte del glutamato, disminuyendo la acumulación de 

glutamato y su toxicidad (Agrawal, 2005).  

Otros estudios sostienen, que este mecanismo oxidativo podría ser debido a una 

activación de MAPK, que se produce, entre otros, a través de los receptores opioides 

(Liu et al., 2002; Singhal et al., 2002). Por ello, el tratamiento con naltrexona, como 

antagonista de los receptores opioides, podría bloquear los receptores endógenos y la 

activación de MAPK,  evitando el aumento en la actividad oxidativa (Lysle & How, 

1999; Liu et al., 2002; Singhal et al., 2002).  

Asimismo, se cree que la naltrexona ejerce una función antiinflamatoria y 

neuroprotectora mediante la dismininución de la actividad inflamatoria microglial en el 

SNC (Younger et al., 2014). Estos efectos antiinflamatorios podrían extenderse a la 
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periferia disminuyendo factores como TNF-α y IL-6, así como otros factores 

inflamatorios (Younger & Mackey, 2009) incluso en macrófagos periféricos (Liu et al., 

2006). Por eso, se ha considerado que el tratamiento con naltrexona podría desempeñar 

un papel importante frente a la inflamación después de un TCE. 

  



 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS
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Después de un traumatismo cerebral se desencadenan diversos sucesos en el 

SNC que repercuten en el resto del organismo. La microglía se activa, como parte de la 

respuesta inmune mediante diferentes procesos celulares y moleculares. La activación 

de la microglía es necesaria para fagocitar las células que mueren, y así puede 

favorecer la regeneración del SNC y sus funciones, o dificultar la misma. Actualmente 

no existe un tratamiento efectivo para la regeneración del SNC y sus funciones. Pero si 

la activación de la microglía estuviese ligada a la producción de factores neurotróficos 

y antioxidantes, favorecería la regeneración del SNC y sus funciones.  

Por todo ello nos planteamos la siguiente hipótesis y los siguientes objetivos: 

 

El tratamiento con naltrexona, posterior a una lesión cerebral, disminuye la 

inflamación asociada a la expresión de ED-1, favoreciendo la supervivencia celular. 

Objetivos: 

1. Valorar los marcadores de estrés oxidativo (MDA) y antioxidantes endógenos 

(GSH) en el cerebro, tras la lesión y compararlos con los obtenidos tras la 

administración de naltrexona. 

2. Determinar de forma cuantitativa mediante western blot, la expresión de 

pCREB, CREB, NF-κB, PKA, pERK, ERK, en cerebro tras la lesión, y observar el 

efecto del tratamiento con naltrexona sobre ellas. 

3. Estudiar los fenómenos de supervivencia celular, tras la lesión, y valorar el 

efecto del tratamiento con naltrexona sobre estos parámetros.  

4. Evaluar como afecta la lesión a la expresión de interleuquinas y citoquinas, 

relacionadas con la inflamación y regeneración celular, y ahondar en los efectos que 

ejerce el tratamiento con naltrexona sobre ellas.  

5. Estudiar la actividad fagocítica tras la lesión cerebral, mediante la proteína 

lisosomal ED-1, y el efecto del tratamiento con naltrexona.  



 

 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III. MATERIAL Y MÉTODOS  
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1. Tratamiento de los animales 

1.1 Condiciones de estabulación 

Para este trabajo se utilizaron Rattus norvegicus (rata común) albina, machos de 

raza Wistar, que procedían de una camada original de Harlan (Barcelona). Los 

animales utilizados se solicitaron teniendo un peso, al inicio del experimento, de unos 

250-300g. En todos los casos se dejaron aclimatar al menos una semana antes de 

iniciar los experimentos.  

Durante la estabulación, los animales se mantuvieron en jaulas en condiciones 

controladas de temperatura (20°C) y humedad (60%), bajo ciclos constantes de luz-

oscuridad de 12 horas, de 08:00 a 20:00 y de 20:00 a 08:00, respectivamente. Durante 

su estabulación y hasta el final del experimento tuvieron libre acceso a agua y a una 

dieta estándar para pequeños animales de laboratorio, fabricada y distribuida por 

Letica (Hospitalet, Barcelona).  

 

1.2 Manejo de los animales 

La manipulación y cuidado de los animales se realizó siguiendo las normativas 

internacionales de la Comunidad Económica Europea ("Orden 86/609/CEE") y se tuvo 

la precaución de evitar cualquier estrés innecesario o infligir dolor a los mismos. Los 

ensayos experimentales llevados a cabo fueron aprobados por el comité ético de la 

Universidad CEU Cardenal Herrera y el número de animales se redujo al mínimo 

necesario para garantizar la fiabilidad de los resultados obtenidos. El sacrificio de los 

animales se llevó a cabo mediante la técnica más incruenta, rápida e indolora que, por 

otra parte, no influyera en las variables consideradas en cada experimento. Las ratas 

fueron sacrificadas con una sobredosis de eutanásico, pentobarbital sódico (Dolethal, 

Vetoquinol).  
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2. Diseño experimental 

A continuación se describe los distintos protocolos de estudio desarrollados en 

este trabajo de investigación. 

Tras la semana de aclimatación, se llevó a cabo la cirugía de criolesión basada en 

el modelo de Quintana (Quintana et al, 2007). Para ello se anestesió a los animales con 

una mezcla compuesta por Ketamina (25 mg/mL) (Imalgène 1000), Diazepam 

(2mg/mL) (Calmo Neosan). Cuando los animales estuvieron completamente 

inmóviles, fueron colocados en un estereotáxico para fijar el cráneo en la postura 

deseada y, a continuación, se realizó una incisión con ayuda de un bisturí (Figura 20). 

Para realizar la lesión se tomó como referencia el Atlas de Paxinos y Watson en las 

siguientes coordenadas: antero-posterior -2,76mm, lateral 3mm y dorso-ventral 2mm 

(Figura 21). Seguidamente se realizó una trepanación con la ayuda de un taladro 

quirúrgico (dremel), y una vez hecha, se enfrió un estilete de 1mm diámetro en 

nitrógeno líquido durante 15-20 segundos para perforar el cerebro (corteza cerebral 

hasta llegar al hipocampo) y realizar la criolesión. A continuación se grapó la herida. 

 

 

 

 

 

Figura 20: Imagen del cráneo de una rata Wistar. . El punto señaliza el lugar de la trepanación y 

posterior criolesión.  

 

 

 

 



Material y Métodos 

67 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: Lámina de un corte coronal de un cerebro de rata indicando la posición y extensión 

de la lesión realizada. (Adaptado de Paxinos and Watson, 1986).  

 

Después de la cirugía, se dividieron las ratas en grupos; trauma y trauma-

naltrexona; a su vez, se consideraron los lados contralaerales de cada grupo como los 

controles de los lados lesionados, obteniendo así dos grupos más, trauma contralateral 

y trauma naltrexona contralateral. Se preparó una solución diluyendo la naltrexona 

(N3136-100MG, Sigma) en suero fisiológico y fue administrada diariamente durante 

los siete días posteriores a la criolesión, empezando el día de la misma, mediante una 

inyección intraperitoneal (1mg/kg). A las ratas que no se les administraba naltrexona 

(grupos trauma y trauma contralateral), se les inyectó el mismo volumen de suero 

fisiológico.  

 

3. Administración de bromodeoxiuridina (BrdU) 

La bromodeoxiuridina (5-bromo-2-deoxiuridina, BrdU) es un nucleótido 

sintético análogo de la timidina. La técnica de BrdU es comúnmente utilizada en la 

detección de células en división en tejidos vivos ya que el BrdU puede incorporarse a 

la nueva síntesis de ADN en la proliferación de las células (durante la fase S del ciclo 

celular), sustituyendo a la timidina durante la replicación del ADN. En la actualidad el 
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uso de bromodeoxiuridina es una de las principales técnicas para el marcaje de la 

proliferación neuronal (neurogénesis) para así, caracterizar las alteraciones de este 

fenómeno que se producen durante determinadas patologías. Se utilizan anticuerpos 

específicos para BrdU para detectar los productos químicos incorporados por lo que 

células marcadas con BrdU se encontrarían en fase de proliferación celular (Gross, 

2000). 

En el presente trabajo se siguió el protocolo de administración de BrdU para el 

estudio de la supervivencia celular según el modelo de supervivencia celular descrito 

por Herrera et al. 2003 (Herrera et al., 2003). 

Los animales recibieron dos inyecciones intraperitoneales de BrdU (40 

mg/kg/i.p.; Sigma-Aldrich), un marcador de la proliferación o supervivencia celular, 

que se administraron el mismo día de la criolesión y dos días más tarde. El último día 

del experimento se perfundieron los animales como se explica en los apartados 

siguientes.  

 

 

 

 

Figura 22: Imagen esquemática del experimento por días.    

 

4. Obtención de muestras 

4.1 Suero 

Se extrajo la sangre de los animales inmediatamente después del sacrificio y 

directamente del corazón con ayuda de una jeringuilla. A continuación se centrifugó la 

sangre durante 2 minutos a 9000 rpm, se separó el sobrenadante y se conservaron a -

20º C. 
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4.2 Cerebro 

Tras el sacrificio de los animales, se procedió inmediatamente a la extracción del 

cerebro. Se tomó muestra de la criolesión con un sacabocados, y asimismo una 

muestra del lado contralateral a la lesión. Una vez obtenidas las muestras se 

homogeneizaron con un homogeneizador manual en tampón fosfato potásico 0.1 M, 

pH 7, posteriormente se centrifugaron a 6000 rpm durante 2 minutos. El sobrenadante 

de cada uno de los homogeneizados se conservó a -20º C hasta su utilización para la 

determinación de proteínas, parámetros de estrés oxidativo y el análisis de citoquinas.   

Para la determinación de glutatión, inmediatamente después de la 

homogeneización, se acidifican 360 µL de este homogenizado con 40 µL de ácido 

perclórico al 20%, que se conservó a - 20 °C hasta su utilización.  

En el caso del estudio inmunohistoquímico, para la obtención de los cortes de 

cerebro, tras la perfusión de las ratas primero con salino para limpiar los restos de 

sangre y ya después con la solución fijadora paraformaldehído (PFA 4%) tampón 

fosfato salino (PBS) 0.1M, PH 7.4, se extrajo el cerebro completo, y se conservó 12 

horas en la misma solución fijadora a 4ºC. Posteriormente, se cambiaron a una 

solución de PBS-Azida 0,01% entre 24 – 48h a 4ºC. Y por último se incluyeron en 

parafina y se conservaron a temperatura ambiente. Para su análisis, se cortaron al 

microtomo como se explica a continuación.  

 

5. Procedimientos analíticos  

5.1 Determinación de proteínas 

Se realizó según el procedimiento descrito por Lowry (Lowry et al., 1951), con 

las modificaciones utilizadas habitualmente en nuestro laboratorio, y que a 

continuación se detallan.  

Se emplearon las siguientes soluciones:  

- Solución A: Na
2
CO

3 
4%, NaOH 0.8% 
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- Solución B: CuSO
4 

1.25 mM, C
4
H

4
KNaO

6 
1.42 mM.  

Las soluciones A y B se conservan a 4ºC hasta su utilización.  

- Solución C: Reactivo de Folin-Ciocalteu 1N. 

- Solución D: Solución estándar de albúmina sérica bovina (BSA) 1 mg/mL  

La solución D se conserva a –20ºC hasta su utilización.  

Se preparan tubos de ensayo con cantidades diferentes de la solución D (0, 10, 

25, 50, 75 y 100 µL) y con dos cantidades distintas de cada muestra (10 y 25 µL). Se 

añade agua bidestilada hasta 200 µL. Se mezclan las soluciones A y B a partes iguales 

y a cada tubo de ensayo se le añade 1 mL de esta mezcla. Se deja reaccionar durante 10 

minutos a temperatura ambiente, tras lo cual se añaden 100 µL de la solución C a cada 

uno de los tubos. Se agita bien y se espera durante 25 o 30 minutos.  

Se mide la absorbancia de cada una de las soluciones en un espectrofotómetro, a 

una longitud de onda de 696 nm. La absorbancia a 696 nm es directamente 

proporcional a la concentración de proteínas. Con los valores de absorbancia de los 

distintos estándares obtenemos la recta patrón y por intrapolación obtenemos las 

concentraciones de proteínas que queríamos conocer.  

 

5.2 Determinación de malondialdehído 

Para la cuantificación del malondialdehído de las muestras de suero y cerebro, se 

utiliza una modificación del método de Richard (Richard et al., 1992) hecha por 

nuestro grupo de investigación (Romero et al., 1998), en el cual se determina el nivel 

del complejo formado entre el malondialdehído (MDA) con el ácido tiobarbitúrico 

(TBARS), en base a la reacción de dos moléculas de TBARS con una de MDA. Se ha 

utilizado un equipo de HPLC (Waters) que consta de los siguientes componentes:  

-  Bomba cromatográfica: Waters 1525 binary HPLC Pump.  

-  Detector de fluorescencia Waters 2475 fluorescence.  

-  Inyector: Waters 717 plus Autosampler con loop de 50 µl.  
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-  Controlador Multiport modelo RS-232.  

-  Ordenador  IBM Windows.  

-  Software: Breeze.  

La columna cromatográfica de separación empleada es una Kromasil C18 5 µm 

de 250 x 4,6 mm (Análisis Vínicos S.L.). El flujo de la fase móvil es de 1 ml/min. La 

longitud de onda de excitación utilizada es de 532 nm y la de emisión 553 nm. El 

voltaje del detector de fluorescencia empleado es de 600 y la respuesta de 2 sg. 

La fase móvil se prepara con tampón fosfato 50 mM a pH 6.0 y metanol (580 ml 

de tampón y 420 ml de metanol). Posteriormente, se filtra a través de un filtro-

membrana (Scheicher und Schuell) de 0,45 µm de poro y 47 mm de diámetro.  

La solución madre de calibración se prepara diariamente. Dicha solución madre 

consiste en una concentración 20 mM de 1,1,3,3-tetraetoxipropano en etanol absoluto.  

La solución de trabajo consiste en una preparación de ácido tiobarbitúrico 

(0,37%) y ácido perclórico (6,4%), 2:1 v/v respectivamente. La solución de trabajo 

también se prepara de forma diaria.  

En tubos eppendorf de 2 ml se pipetean 0.1 ml de la muestra y 0,75 ml de la 

solución de trabajo. A continuación se mezclan bien y se mantienen 60 min en un baño 

de agua a 95ºC. Pasado este tiempo se enfrían los tubos a 4ºC durante 10 min con 

objeto de detener la reacción. Posteriormente se centrifugan 10 min a 12.000 rpm.  

Hasta su inyección en el equipo HPLC los tubos se mantienen a una temperatura 

constante de 4ºC.  

Puesto que el aducto MDA-TBARS es inestable a pH neutro cada muestra se 

neutraliza unos minutos antes de la inyección en el equipo de HPLC. Se añaden 

aproximadamente 0.1 ml de hidróxido potásico 0.7 M a 0.2 ml de la mezcla que 

acabamos de centrifugar hasta obtener un pH de 6,0. Inmediatamente después de 

neutralizar se centrifuga durante 1 min para ayudar a precipitar sales insolubles que 

podrían interferir en la determinación y se procede, previo filtrado con filtros de 

jeringa no-estériles (3 mm, 20 micras, membrana de teflón, suministrados por Corning 

Laboratory Sciences Company), a inyectar en el equipo de HPLC.  
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En cada experimento se preparó un blanco y una curva de calibración de 

estándares (0; 0,25; 0,5; 1 y 2 µM). El área del pico obtenido es directamente 

proporcional a la concentración de MDA en la muestra, que se calcula por 

intrapolación en la recta de regresión obtenida con los estándares.  

 

5.3 Determinación de glutatión. 

La concentración de GSH en las distintas muestras se determinó por el 

procedimiento descrito por Reed (Reed et al., 1980). El método se basa en la reacción 

del ácido iodoacético con los grupos tioles para formar derivados carboximetilos 

seguido de una derivatización cromófora de los grupos amino con el reactivo de 

Sanger (1-fluoro-2,4-dinitrobenceno) dando lugar a derivados N-DNP. Estos derivados 

son rápidamente separados por HPLC lo que permite la cuantificación de niveles 

nanomolares de GSH, GSSG y aminoácidos relacionados, como el glutamato. Se ha 

trabajado con un equipo de HPLC de la marca Gilson que consta de los siguientes 

componentes: 

- Bombas cromatográficas: HPLC PUMP 322.  

- Detector: de ultravioleta-visible 156. 

- Autoinyector: 234 con loop de 100 µl.  

- Software: Unipoint. 

La columna cromatográfica de separación empleada es una Kromasil Amino 

5µm de 250 x 4,6 mm (Análisis Vínicos S.L). Las condiciones iniciales del flujo son 

de 1 ml/min, 80% de la fase móvil A y 20% de la fase móvil B. Estas condiciones 

iniciales se mantienen durante 10 minutos seguidas de un gradiente lineal hasta el 95% 

de la fase móvil B durante 40 minutos y reequilibrado con las condiciones iniciales 

durante 10 minutos antes del análisis de la siguiente muestra. La longitud de onda 

utilizada es de 365 nm. El rango del detector ultravioleta empleado es 0.005 y el 

tiempo de respuesta de 5 seg. La inyección de cada muestra se realiza automáticamente 

con un autoinyector con capacidad de 45 muestras.  

La fase móvil A se prepara con metanol al 80% y la fase móvil B se prepara con 

acetato sódico 5M en metanol al 80%. Posteriormente se filtran ambas fases a través 
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de un filtro-membrana (Scheicher und Schuell) de 0,45 µm de poro y 47 mm de 

diámetro. La solución madre de calibración se prepara diariamente, dicha solución 

madre consiste en una concentración 10 mM de glutation reducido en agua, una 

segunda solución madre se prepara con 10 mM de glutatión oxidado. 

La solución 1 es una preparación de ácido iodoacético 100mM y m-cresol 0.2 

mM. La solución 2 es una preparación de 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno (DNFB) 1.5% 

v/v etanol puro. Se prepara fresco cada día y se conserva a 4º C protegido de la luz.  

En tubos eppendorf de 2 ml pipeteamos 0,2 ml de la muestra y 0.04 ml de ácido 

iodoacético 100 mM en 0.2 mM de m-cresol. Cada solución se ajusta a un pH de 8,5-9 

por adición de KHCO3 2,4 M en KOH 2M. Incubamos durante 30 minutos a 

temperatura ambiente antes de la adición de 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno para formar 

los derivados N-DNP los cuales requieren 4 horas en oscuridad a 4ºC para su 

formación. Posteriormente se centrifugan 10 minutos a 13.000 rpm y el sobrenadante 

se utiliza para el análisis en el equipo de HPLC.  

En cada experimento se prepara un blanco y una curva de calibración de 

estándares (0; 20; 40; 50; 60; 80 y 100 µM). El área del pico obtenido es directamente 

proporcional a la concentración de GSH en la muestra, que se calcula por intrapolación 

en la recta de regresión obtenida con los estándares. 

 

5.4 Análisis de proteínas mediante la técnica de Western-Blot. 

Los cerebros que se seleccionaban para el western blot eran homogeneizados con 

el tampón de lisis (1 % tritonX-100, 50mM Tris-HCl pH 8, 150 mM NaCl) 

suplementado con 1mM de DTT, 10mM NaF, 1mM de Na2VO4 y 1x del inhibidor de 

proteasas Complete mini (Roche). Cuando ya está totalmente homogeneizado se 

incuban durante 30 minutos a 4ºC, ya por último se centrifugan durante 20 minutos a 

13.000 rpm, conservando el sobrenadante a -20º C.  

La metodología de Western-blot empleada se describe en Current Protocols in 

Protein Science (Coligan, 2003). Las proteínas se analizan por SDS-PAGE en geles 

del 7.5-12.5% de poliacrilamida, se cargan 40μg de proteína total. Antes de realizar la 
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carga, se añade a las muestras tampón de carga 5x (15% SDS; 50% glicerol; 0.1% azul 

de bromofenol; 312.5 mM Tris-HCl, pH 6.8; 16% ß-mercapto-etanol) y se calientan a 

95ºC durante 5 min. Para su separación por electroforesis vertical en geles de 

poliacrilamida, se utiliza el sistema MiniProtean III (Bio-Rad) y un tampón compuesto 

por 50 mM Tris, 27 mM Glicina y 0.1% SDS. La electroforesis se realiza a 200V 

durante 60 min. La transferencia se hace a una membrana de PVDF (Immobilon
TM

–P 

Transfer Membrane, Millipore) durante 90 min a 100 V en un aparato MiniProtean 

(Bio-Rad) y con un tampón compuesto por 20% Metanol, 20 mM Tris y 150 mM 

Glicina.  

Transcurrido ese tiempo, las membranas se tiñen en una solución de rojo 

Ponceau S (Sigma) al 0.1% en 1% ácido acético para comprobar la eficacia de la 

transferencia. Seguidamente, las membranas se lavan con tampoón tris salino (TBS) y 

se incuban en solución de bloqueo (5% de leche desnatada en polvo en TBS + 0.1% 

Tween-20, TBT) durante 1 hora a temperatura ambiente, y en agitación. 

A continuación se procede a incubar las membranas con los anticuerpos 

primarios (Tabla 1), durante 1 hora o durante toda la noche (según anticuerpos), y 

después se realizan 3 lavados con TBT durante 30 min para eliminar los restos de 

anticuerpo. Tras estos lavados las membranas se incuban durante 45 min con los 

correspondientes anticuerpos secundarios, y se vuelven a lavar 3 veces con TBT 

durante 30 min. Los anticuerpos empleados para la inmunodetección se especifican en 

la Tabla 2 y fueron preparados a las concentraciones que se indica en 3% BSA en 

TBT. Las incubaciones de las membranas con los anticuerpos y sus posteriores lavados 

se realizaron a temperatura ambiente y en agitación. 

La detección de las proteínas se hizo mediante quimioluminiscencia empleando 

el kit ECL (Amersham). Las membranas se cubrieron con film transparente y se 

revelaron con el Image Quant LAS 4000 (Healthcare Bio-Sciences).  

Para poder reutilizar las membranas, antes de ser incubadas con un anticuerpo 

primario distinto, fueron tratadas con 200 mM glicina pH 2.5 y 0.4% SDS durante 30 

min a temperatura ambiente y se lavaron abundantemente con TBS. 
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Anticuerpo 

Primario WB 

Casa comercial Referencia Dilución Descripción 

ED-1 AbD Serotec MCA341 1:1000 
Monoclonal de 

ratón 

NFκB (p65) Santa Cruz sc-372 1:200 
Policlonal de 

conejo 

CREB Santa Cruz sc-186 1:800 
Policlonal de 

conejo 

pCREB (ser133) Millipore 06-519 1:1000 
Policlonal de 

conejo 

PKAc α Cell Signaling 4782 1:1000 
Policlonal de 

conejo 

ERK Santa Cruz sc-93 1:1000 
Policlonal de 

conejo 

pERK Santa Cruz sc-7383 1:1000 
Monoclonal de 

ratón 

β-Actina Sigma A3854 1:30000 
Monoclonal de 

ratón 

Tabla 1. Lista de anticuerpos empleados en la realización de western blot. 

Anticuerpo 

Secundario WB 

Casa comercial Referencia Dilución 

anti Rabbit IgG-

HRP (Fc) 
Santa Cruz sc-3837 1:5000 

anti-mouse Thermoscientific 31437 1:5000 

Tabla 2. Lista de anticuerpos secundarios empleados en la realización de western blot. 
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5.5 Estudios inmunohistoquímicos. 

Realización de los cortes: 

Se cortan los cerebros de rata en microtomo coronalmente a 4µm. Todos los 

niveles rostro-caudales de la zona de la criolesión, se adhieren a un portaobjetos 

SuperFrost Plus (Thermo Scientific) 

 

5.5.1 Inmunohistoquimica de BrdU. 

La inmunohistoquímica realizada con BrdU se basa en el método descrito por 

Rakic (Rakic, 2002). La técnica consiste en utilizar el 5-Bromo-2´-deoxiuridine 

(BrdU) como un análogo de la timidina. Se incorpora a las cadenas de ADN de las 

células durante la fase S de síntesis donde la célula está duplicando su genoma, es por 

ello por lo que podemos considerar esta prueba como un marcador de la neurogénesis 

al realizarla en tejido nervioso. 

Procedimiento: 

Se lavan los cortes de cerebro en PBS 0,1M pH 7.2. A continuación se 

desenmascara, para hacer accesible el BrdU del ADN al anticuerpo primario, el 

proceso de desenmascaramiento se compone de los siguientes pasos: se realiza un baño 

de PBS-Tritón + METANOL 10% durante 20 minutos a temperatura ambiente. 

Posteriormente se calienta Tampón Citrato 10mM pH 8 hasta que hierva, se añade a 

las muestras y se deja enfriar durante 30 minutos a temperatura ambiente y en 

agitación. Pasado este tiempo se realiza un baño de HCl 2N durante 30 minutos a 37º 

C (en estufa). Para finalizar el desenmascaramiento se hace un último baño de Tampón 

Borato 0,1M pH 8,5 durante 10 minutos a temperatura ambiente. Terminado el 

desenmascaramiento se lava con PBS 0,01M. 

Se bloquea la peroxidasa endógena en oscuridad, durante 15 minutos a 

temperatura ambiente. A continuación se incuba con el anticuerpo primario anti-

bromodeoxyuridine (Abcam) junto con suero (20%) para bloquear durante toda la 
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noche en oscuridad a 4ºC. El anticuerpo primario se diluye en PBS-Tritón 0,3% a una 

concentración de 1:200-1:300.  

Al día siguiente, se lavan los cortes con PBS 0,01M se incuban con el anticuerpo 

secundario del kit ABC (Vectastain) durante 1h a temperatura ambiente en agitación; 

posteriormente se lavan los cortes durante 30’ con PBS 0,01M y se incuban con el 

complejo avidina-biotina-peroxidasa (ABC, del mismo kit ABC, Vectastain) para 

amplificar la señal, 1h a temperatura ambiente en agitación. Ese complejo se une a la 

biotina con la que está marcado el anticuerpo secundario. 

Se lavan los cortes con PBS 0,01M, se revelan con diaminobencidina (DAB), se 

lavan los cortes con PBS 0,01M, para posteriormente deshidratar las muestras y 

cubrirlas. 

 

5.6 Análisis de citoquinas 

Se separaron muestras homogenizadas en tampón fosfato (como se explica en el 

punto 4 Obtención de muestras) para el análisis de diferentes citoquinas y quimiocinas, 

con el kit Rat Cytokine Array Panel A (R&D Systems).  

Los componentes del kit son los siguientes: 

- Membranas Rat Cytokine Array Panel A (4uds.) 

- Tampón Array 4  

- Tampón Array 6 

- Tampón de lavado, concentrado (25x) 

- Cocktail de Anticuerpos, Rat Cytokine Array Panel A (1ud.)   

- Strepavidin-HRP 

- Reactivo Quimioluminiscente 1 

- Reactivo Quimioluminiscente 2 

- Placas multipocillos (4uds.) 

- Plantilla de referencia transparente 
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Procedimiento: 

Se preparan los reactivos y las muestras que se van a utilizar. Se pipetea 2 ml  

del tampón array 6, en cada uno de los cuatro espacios de las placas multipocillos, para 

bloquear las uniones inespecíficas. Se distribuyen las cuatro membranas en cada uno 

de los espacios que contienen el tampón array 6, con la parte numerada hacia arriba. 

Incubar una hora en agitación a temperatura ambiente. Mientras se bloquean las 

membranas, se preparan las muestras, se añade 500 μl del tampón array 4 a 1 ml de 

cada muestra, para obtener un volumen final de 1,5 ml. Se agregan 15 μl del cocktail 

de anticuerpos a cada muestra y se incuban a temperatura ambiente en agitación 

durante una hora. Posteriormente, se elimina de la placa multipocillos el tampón array 

6 y se añade la mezcla de anticuerpo-muestra. Se tapa e incuba durante toda la noche a 

2-8ºC en agitación.  

Cuando haya finalizado el tiempo de incubación se retiran las membranas de las 

placas y se colocan en contenedores individuales con 20 ml del tampón de lavado 

(diluido a 1x). Mientras, se lava la placa multipocillos con agua destilada y se seca, se 

lavan las membranas 3 veces durante 10’ a temperatura ambiente en agitación. Se 

diluye el revelador Strepavidin-HRP en el tampón array 6, según el factor de dilución 

que refiere la etiqueta del vial. Se procede a pipetear 2 ml de la dilución en cada uno de 

los pocillos de la placa multipocillos; se incorporan las membranas a cada pocillo, 

retirando el exceso del tampón de lavado y se incuba durante 30’ a temperatura 

ambiente en agitación.  

Pasados los 30’, se lavan las membranas tres veces durante 10’ a temperatura 

ambiente y en agitación. Tras los lavados, se procede a colocar las membranas en 

papel transparente para revelarlas. Se elimina todo resto del tampón de lavado y se 

pipetea un mililitro de la solución quimioluminiscente de revelado, preparada 

anteriormente, encima de cada membrana. Se eliminan las burbujas que pueda haber, 

se incuba durante un minuto, se retira lo que sobre del reactivo y se coloca en la zona 

de revelado con el número de las membranas hacia arriba. Se revelan las memebranas 

utilizando el programa Image Quant LAS 4000 (Healthcare Bio-Sciences). Se exponen 

al revelado de 1-10 minutos.  
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5.7 Estudio estadístico.  

5.7.1 Estadística descriptiva.  

La medida de tendencia central utilizada en el presente trabajo fue la media 

aritmética, que se define como la suma de los datos dividida por el número de casos.  

La medida de dispersión de los datos utilizada fue la desviación estándar de la 

muestra. 

 

5.7.2 Pruebas estadísticas. 

Para este trabajo hemos utilizado las siguientes pruebas estadísticas:  

- ANOVA de un factor.  

En este trabajo existe la necesidad de comparar más de dos poblaciones, 

surgiendo el inconveniente del elevado número de comparaciones a realizar. Para 

obviar esto, utilizamos el análisis de la varianza, que contrasta simultáneamente todos 

los casos. El ANOVA de un factor sirve por tanto para comparar varios grupos en una 

variable cuantitativa. A la variable categórica que define los grupos que deseamos 

comparar se la llama independiente o factor, mientras que a la variable cuantitativa en 

la que deseamos comparar los grupos se la denomina dependiente.  

La hipótesis que se pone a prueba es que las medias poblacionales son iguales, si 

esto es así, significa que los grupos no difieren en la variable dependiente, y en 

consecuencia la variable dependiente es independiente del factor.  

La estrategia para poner a prueba la hipótesis de igualdad de medias, consiste en 

obtener un estadístico, llamado F, que refleja el grado de parecido entre las medias que 

se comparan. Cuanto más diferentes sean las medias, mayor será el valor de F.  

Si las poblaciones muestreadas son normales y sus varianzas iguales, el 

estadístico F se distribuye según el modelo de probabilidad F de Fisher- Snedecor.  
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La interpretación de este estadístico es la siguiente: si el nivel crítico asociado al 

estadístico es menor que 0,05 rechazaremos la hipótesis de igualdad de medias y 

concluiremos que no todas las medias poblacionales comparadas son iguales. En caso 

contrario, no podremos rechazar la hipótesis de igualdad.  

En los casos en que se aplica este análisis y se descarta la hipótesis nula, hay que 

utilizar lo que se denomina un contraste post hoc a posteriori para averiguar qué 

medias en concreto difieren de qué otras.  

En nuestro caso, la diferencia entre las medias de los distintos subgrupos se 

estimó mediante un contraste pot hoc de tipo DMS (diferencia mínima significativa) 

que está basado en la distribución t de Student.  

Para la realización del análisis estadístico se ha utilizado el programa de 

estadística “SPSS 15.0”. 
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1. Marcador de la actividad fagocítica (ED-1) en cerebro 

Después de una lesión cerebral, las células de la microglía se activan como parte 

de la respuesta del sistema inmune (Streit, 1995), como se ha mencionado en el 

apartado de la Introducción. La proteína CD68 (ED-1) es un marcador de los actividad 

fagocítica, asociado en cerebro a la microglía activada (O'Keefe et al., 2002; Graeber 

& Streit, 2009). Para verificar si después de la lesión cerebral producida en los 

animales de este estudio existe o no, activación de esta proteína, se estudió ED-1 en 

homogenado de cerebro a través de western blot. 

En la Figura 23 el western blot de ED-1 muestra que existe un aumento de esta 

proteína en los grupos Trauma y Trauma + Naltrexona, sin embargo, en los grupos 

correspondientes a los lados contralaterales de la lesión (Trauma contralateral y 

Trauma + Naltrexona contralateral) no se aprecia dicho aumento.  

En la Figura 24 se representa y compara gráficamente la activación de ED-1 en 

los diferentes grupos. Se observa un aumento estadísticamente significativo en la 

activación de ED-1 en homogenado de cerebro en el grupo Trauma tratado con 

naltrexona, en comparación con el grupo Trauma que no ha recibido el tratamiento.  

 

 

 

 

Figura 23. Western Blot de la proteína ED-1en homogenado de cerebro. β Actina como control 

de carga. Grupos Trauma (T), Trauma Contralateral (T clt), Trauma + Naltrexona (T+Ntx) y Trauma + 

Naltrexona Contralateral (T+Ntx clt). n= 8 por grupo.  
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Figura 24. Gráfica de la cuantificación del Western Blot de la expresión de ED-1 en 

homogenado de cerebro en los grupos Trauma (T), Trauma Contralateral (T clt), Trauma + Naltrexona 

(T+Ntx) y Trauma + Naltrexona Contralateral (T+Ntx clt). * p<0,05 respecto al grupo Trauma. n= 8 por 

grupo. 

 

2. Estrés oxidativo y defensas antioxidantes 

Como se ha mencionado en el apartado de la Introducción el estrés oxidativo se 

define como una situación de desequilibrio entre agentes oxidantes y antioxidantes en 

favor de los primeros (Sies, 1991; Negre-Salvayre et al., 2010). Por ello, decidimos 

analizar los marcadores oxidantes y antioxidantes más importantes en investigación: el 

MDA, como producto de la peroxidación lipídica, y el GSH, como agente 

antioxidante.   

 

2.1 Determinación de MDA 

Para comprobar si la lesión cerebral de nuestro estudio produce un incremento de 

la peroxidación lipídica, se ha medido la concentración de MDA en suero y en 
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homogenado de cerebro de la zona de la lesión y los lados contralaterales a la lesión, 

según el método descrito en el apartado de Material y Métodos.  

2.1.1 Determinación de MDA en suero 

En la Figura 25 se compara gráficamente la concentración de MDA en suero en 

los grupos Trauma y Trauma + Naltrexona. Se ha comprobado que después de la 

lesión cerebral y tras el tratamiento con naltrexona, no existen diferencias entre el 

grupo tratado con naltrexona y el grupo sin tratar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Concentración de MDA (μM) en suero. Grupos Trauma (T), Trauma + Naltrexona 

(T+Ntx). N=7 grupo T y  n=8 grupo T+ Ntx. 

 

2.1.2 Determinación de MDA en homogenado de cerebro 

En la Figura 26 se compara gráficamente la concentración de MDA en 

homogenado de cerebro entre los diferentes grupos. Se puede apreciar, en nuestro 

modelo experimental, cómo la lesión no afecta a la peroxidación lipídica comparando 

el MDA de la lesión con el MDA del lado contralateral. A su vez, no existen 
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diferencias en la concentración de MDA entre los grupos que han recibido el 

tratamiento con naltrexona y los que no han recibido el tratamiento. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Concentración de MDA (nmol/mg prot) en la zona de la lesión y la zona 

contralateral, en homogenado de cerebro. Grupos Trauma (T), Trauma Contralateral (T clt), Trauma 

+ Naltrexona (T+Ntx) Trauma + Naltrexona Contralateral (T+Ntx clt). n=7 grupo T y T clt; n=8 grupo 

T+Ntx y T+Ntx clt.  

 

2.2 Determinación de glutatión en homogenado de cerebro 

Una descompensación en las concentraciones de GSH y de MDA, nos indican si 

existe estrés oxidativo en los tejidos. El GSH es un marcador de la actividad 

antioxidante del organismo frente a las situaciones que generan estrés oxidativo, como 

puede ser una lesión cerebral. Para el estudio del sistema glutatión en cerebro se han 

medido las concentraciones en su forma reducida (GSH) y su forma oxidada (GSSG).   

En la Figura 27 y 28 se representa gráficamente la concentración de GSH y 

GSSG en los diferentes grupos, respectivamente. Al igual como ocurría con la 

peroxidación lipídica, no se observa variaciones en la concentración de GSH en la 

zona de la lesión si se compara con su lado contralateral. Además como se puede 

observar no existen diferencias en la concentración de GSH y de GSSG entre los 

grupos tratados con naltrexona y los grupos que no han recibido el tratamiento. 
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Figura 27. Concentración de GSH (nmol/mg prot) en la zona de la lesión y la zona 

contralateral, en homogenado de cerebro. Grupos Trauma (T), Trauma Contralateral (T clt), Trauma 

+ Naltrexona (T+Ntx) Trauma + Naltrexona Contralateral (T+Ntx clt). n=7 grupo T y T clt; n=8 grupo 

T+Ntx y T+Ntx clt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Concentración de GSSG (nmol/mg prot) en la zona de la lesión y la zona 

contralateral, en homogenado de cerebro. Grupos Trauma (T), Trauma Contralateral (T clt), Trauma 

+ Naltrexona (T+Ntx) Trauma + Naltrexona Contralateral (T+Ntx clt). n=7 grupo T y T clt; n=8 grupo 

T+Ntx y T+Ntx clt. 
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Finalmente, en la Figura 29 se compara gráficamente el ratio de glutatión 

reducido y oxidado en homogenado de cerebro en los diferentes grupos de estudio.  Se 

observa que no existen diferencias entre los grupos tratados con naltrexona y los que 

no han recibido el tratamiento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Ratio GSH/GSSG en la zona de la lesión y la zona contralateral, en homogenado 

de cerebro. Grupos Trauma (T), Trauma Contralateral (T clt), Trauma + Naltrexona (T+Ntx) Trauma + 

Naltrexona Contralateral (T+Ntx clt). n=7 grupo T y T clt; n=8 grupo T+Ntx y T+Ntx clt. 

 

2.3 Determinación de glutamato en homogenado de cerebro 

El glutamato es el neurotransmisor más abundante del organismo. Se sabe que el 

exceso de este neurotransmisor produce neurotoxicidad y por lo tanto, puede ser 

especialmente perjudicial después de una lesión cerebral (Agrawal, 2005). En la 

comparación gráfica de la Figura 30 se observa que no existen diferencias en la 

concentración de Glutamato entre los grupos tratados con naltrexona y los grupos que 

no han recibido el tratamiento.  
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Figura 30. Concentración de Glutamato (nmol/mg prot) en la zona de la lesión y la zona 

contralateral, en homogenado de cerebro. Trauma (T), Trauma Contralateral (T clt), Trauma + 

Naltrexona (T+Ntx) Trauma + Naltrexona Contralateral (T+Ntx clt). n=7 grupo T y T clt; n=8 grupo 

T+Ntx y T+Ntx clt. 

 

3. Estudio de supervivencia celular en cerebro: inmuhistoquímica de BrdU  

Tras el estudio inmunohistoquímico de BrdU (Figura 32) se puede observar, 

señalizado con flechas, que aparecen células BrdU positivas en los grupos Trauma y 

Trauma + Naltrexona, no así en los grupos contralaterales, correspondientes a los 

grupos Trauma y Trauma contralateral.  

En la Figura 31 se compara gráficamente las células BrdU positivas observadas 

en el estudio inmunohistoquímico (Figura 32). Se observa un aumento 

estadísticamente significativo  de la supervivencia celular en el grupo tratado con 

naltrexona en la zona de la lesión cerebral, en comparación con el resto de grupos. Este 

dato muestra que el tratamiento con naltrexona tras la lesión, produce un aumento de la 

supervivencia celular en la zona lesionada. 
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Figura 31. Expresión de células BrdU positivas (nº cel BrdU positivas/μm
2
). Trauma (T), 

Trauma Contralateral (T clt), Trauma + Naltrexona (T+Ntx), Trauma + Naltrexona Contralateral. 

(T+Ntx clt). * p< 0,05 respecto al grupo Trauma. n=7 grupo T; n=8 grupo T+Ntx.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Expresión de células BrdU positivas en tejido cerebral (nº cel BrdU positivas/μm
2

) en 

las zonas de la lesión y sus lados contralaterales (20x) A. Trauma, B Trauma + Naltrexona, C Trauma 

Contralateral, D Trauma + Naltrexona Contralateral.  
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4. Estudio de los factores de transcripción y de las citoquinas 

Para determinar qué cambios moleculares se han producido en el cerebro de los 

animales tras la lesión, y para comprobar si el tratamiento posterior con naltrexona 

favorece o no dichos cambios se han analizado diferentes factores de transcripción y 

citoquinas que pueden influir en este proceso molecular.  

 

4.1 Factor nuclear kappa B (NF-κB) 

Se sabe que NF-κB interviene en procesos inflamatorios, y puede producir 

neurotoxicidad, como se ha mencionado en el apartado de la Introducción. En la 

Figura 33, se puede apreciar el western blot de NF-κB, y en la Figura 34 se representa 

gráficamente la cuantificación de este western blot. En la representación gráfica se 

observa que no hay diferencias entre los grupos de estudio, aunque existe un ligero 

aumento de la cantidad de NF-κB en el grupo Trauma Naltrexona, este aumento no es 

significativo.  

 

 

 

Figura 33. Western Blot de la proteína NF-κB (p65) en homogenado de cerebro. Β Actina como 

control de carga. Grupos Trauma (T), Trauma Contralateral (T clt), Trauma + Naltrexona (T+Ntx) y 

Trauma + Naltrexona Contralateral (T+Ntx clt). n= 8 por grupo. 
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Figura 34. Gráfica de la cuantificación del western blot de la expresión de NF-κB (p65) en 

homogenado de cerebro, en los grupos Trauma (T), Trauma contralateral (T clt), Trauma Naltrexona 

(T+Ntx) y Trauma Naltrexona contralateral (T+Ntx clt). n=8 por grupo.  

 

4.2 Proteína quinasa A (PKA) 

Se sabe que CREB es fosforilada por diferentes quinasas, entre ellas PKA, que 

fosforila a CREB en la serina 133. En el presente trabajo se ha analizado por western 

blot una subunidad que conforma esta proteína (Figura 35), PKA catalítica alpha 

(PKAc α). En este análisis se ha hallado que no existen diferencias en la cantidad de 

esta proteína entre los grupos tratados con naltrexona y los grupos no tratados como se 

indica en la comparación gráfica de la Figura 36. 

 

 

 

Figura 35. Western blot de la proteína PKA en homogenado de cerebro. β Actina como control 

de carga. Trauma (T), Trauma Contralateral (T clt), Trauma + Naltrexona (T+Ntx) y Trauma + 

Naltrexona Contralateral. n= 8 por grupo. 
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Figura 36. Gráfica de la cuantificación del western blot de la expresión de PKAc α en 

homogenado de cerebro, en los grupos Trauma (T), Trauma Contralateral (T clt), Trauma + Naltrexona 

(T+Ntx) y Trauma + Naltrexona Contralateral. n= 8 por grupo. 

 

4.3 Elemento de respuesta a la unión de AMPc (CREB) 

La fosforilación, y consecuente activación, de CREB, permite la regeneración 

neuronal, ayudando a su supervivencia. En el estudio de western blot de pCREB se ha 

comprobado que existe un aumento en el grupo Trauma Naltrexona, en comparación 

con el resto de grupos (Figura 37), y se ha corroborado, en la representación gráfica de 

la Figura 38 que este aumento en el grupo Trauma Naltrexona es estadísticamente 

significativo en comparación con el resto de grupos analizados. Este dato implica que 

el tratamiento con naltrexona después de la lesión aumenta la actividad de pCREB. 
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Figura 37. Western blot de las proteínas pCREB, CREB en homogenado de cerebro. Β Actina 

como control de carga. Grupos Trauma (T), Trauma Contralateral (T clt), Trauma + Naltrexona (T+Ntx) 

y Trauma + Naltrexona Contralateral (T+Ntx clt). n= 8 por grupo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38. Gráfica de la cuantificación del western blot de la expresión de pCREB en 

homogenado de cerebro, en los grupos Trauma (T), Trauma Contralateral (T clt), Trauma + Naltrexona 

(T+Ntx) y Trauma + Naltrexona Contralateral (T+Ntx clt). * p<0,05 respecto a todos los grupos. N= 8 

por grupo. 

 

4.4 Quinasa reguladora de señales extracelulares (ERK) 

La activación de ERK produce un aumento en la actividad de AMPc, y 

consecuentemente es una de las vías de fosforilación de CREB. En su análisis por 

western blot (Figura 39) se ha comprobado que existe un aumento de la fosforilación 
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de ERK 42 en los grupos Trauma y Trauma contralateral, en comparación con los 

grupos tratados con naltrexona, y dicho aumento es estadísticamente significativo 

como se puede comprobar en la cuantificación representada en la gráfica de la Figura 

40. Se demuestra en estos resultados que el tratamiento con naltrexona, posterior a la 

lesión cerebral, disminuye la fosforilación de ERK 42.  

 

 

 

 

Figura 39. Western Blot de las proteínas pERK, ERK en homogenado de cerebro. Β Actina 

como control de carga. Grupos Trauma (T), Trauma Contralateral (T clt), Trauma + Naltrexona (T+Ntx) 

y Trauma + Naltrexona Contralateral (T+Ntx clt). n= 8 por grupo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40. Gráfica de la cuantificación del western blot de la expresión de pERK 42 

homogenado de cerebro, en los grupos Trauma (T), Trauma Contralateral (T clt), Trauma + Naltrexona 

(T+Ntx) y Trauma + Naltrexona Contralateral (T+Ntx clt). * p<0,05 respecto al grupo Trauma y al 

grupo Trauma Contralateral. N= 8 por grupo.   
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4.5 Factor neurotrófico ciliar (CNTF) 

Después de una lesión se produce una activación de CNTF, especialmente en el 

cerebro, por mediación de los astrocitos como parte de la respuesta neuroinflamatoria 

(Lin et al., 2009). En su análisis por quimioluminiscencia, utilizando el kit Rat 

Cytokine Array Panel A (Figura 41) se ha comprobado que existe un aumento de 

CNTF en el grupo Trauma Naltrexona, en comparación con el resto de los grupos. En 

la cuantificación y representación gráfica se observa que dicho aumento es 

estadísticamente significativo (Figura 42). Se puede observar que el tratamiento con 

naltrexona aumenta la activación de CNTF tras la lesión. 

 

 

Figura 41. Rat Cytokine Array Panel A de la proteína CNTF, en homogenado de cerebro. 

Grupos Trauma (T), Trauma Contralateral (T clt), Trauma + Naltrexona (T+Ntx) y Trauma + 

Naltrexona Contralateral (T+Ntx clt). n= 3 por grupo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42. Gráfica de la cuantificación de la proteína CNTF, en homogenado de cerebro, en los 

grupos Trauma (T), Trauma Contralateral (T clt), Trauma + Naltrexona (T+Ntx) y Trauma + Naltrexona 

Contralateral (T+Ntx clt). * p<0,05 respecto todos los grupos. N= 3 por grupo. 
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4.6 Proteína activadora de neutrófilos 2  (NAP-2/CXCL-7) 

 La proteína CXCL-7 se activa para favorecer la migración de los leucocitos 

hacia los lugares dañados después de una lesión. Como se puede observar en el análisis 

realizado (Figura 43) existe un aumento de CXCL-7 en el grupo Trauma Naltrexona, 

en comparación con el resto de los grupos. Y en la Figura 44 se observa gráficamente 

que este aumento en la cuantificación de CXCL-7 es estadísticamente significativo. Lo 

cual indica el trtatamiento de naltrexona, aplicado después de la lesión cerebral, 

favorece la activación de CXCL-7. 

 

 

 

Figura 43. Rat Cytokine Array Panel A de la proteína CXCL-7 en homogenado de cerebro. 

Grupos Trauma (T), Trauma Contralateral (T clt), Trauma + Naltrexona (T+Ntx) y Trauma + 

Naltrexona Contralateral (T+Ntx clt). n= 3 por grupo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 44. Gráfica de la cuantificación de la proteína CXCL-7 en homogenado de cerebro, en los 

grupos Trauma (T), Trauma Contralateral (T clt), Trauma + Naltrexona (T+Ntx) y Trauma + Naltrexona 

Contralateral (T+Ntx clt). * p<0,05 respecto todos los grupos. n= 3 por grupo. 
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4.7 Molécula soluble de adhesión intercelular tipo 1 (sICAM-1) 

Esta molécula de adhesión forma parte de las moléculas que regulan la respuesta 

inmune. sICAM-1 activada, en conjunto con CXCL-7 y las selectinas, favorecen la 

migración de leucocitos hacia el lugar de la lesión. Como se puede apreciar en la 

Figura 45 existe un aumento en la activación de sICAM-1 en el grupo Trauma 

Naltrexona en comparación con el resto de grupos. Este aumento se ve reflejado 

gráficamente en la Figura 46 y se puede observar que es estadísticamente significativo, 

lo que implica que el tratamiento con naltrexona posterior a la lesión cerebral aumenta 

la activación de sICAM-1. 

 

 

Figura 45. Rat Cytokine Array Panel A de la proteína sICAM-1 en homogenado de cerebro. 

Grupos Trauma (T), Trauma Contralateral (T clt), Trauma + Naltrexona (T+Ntx) y Trauma + 

Naltrexona Contralateral (T+Ntx clt). n= 3 por grupo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 46. Gráfica de la cuantificación de la proteína sICAM-1 en homogenado de cerebro, en 

los grupos Trauma (T), Trauma Contralateral (T clt), Trauma + Naltrexona (T+Ntx) y Trauma + 

Naltrexona Contralateral (T+Ntx clt). * p<0,05 respecto todos los grupos. N= 3 por grupo. 
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4.8 Selectina Leucocitaria (CD62L) 

Las selectinas son las primeras en activarse en caso de daño. La selectina 

leucocitaria favorece la migración rápida de los leucocitos hacia los lugares dañados. 

Como se puede apreciar en su análisis (Figura 47) existe un aumento de CD62L en el 

grupo Trauma Naltrexona, en comparación con el resto de los grupos. La 

representación gráfica de la Figura 48 demuestra que este aumento es estadísticamente 

significativo, indicando que el tratamiento con naltrexona aplicado después de la lesión 

cerebral favorece la activación de CD62L. 

 

 

Figura 47. Rat Cytokine Array Panel A de la proteína sICAM-1 en homogenado de cerebro. 

Grupos Trauma (T), Trauma Contralateral (T clt), Trauma + Naltrexona (T+Ntx) y Trauma + 

Naltrexona Contralateral (T+Ntx clt). n= 3 por grupo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 48. Gráfica de la cuantificación de la proteína CD62L en homogenado de cerebro, en los 

grupos Trauma (T), Trauma Contralateral (T clt), Trauma + Naltrexona (T+Ntx) y Trauma + Naltrexona 

Contralateral (T+Ntx clt). * p<0,05 respecto todos los grupos. N= 3 por grupo. 
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4.9 Fractalquina (CX3CL-1) 

La fractalquina desempeña un papel importante en la comunicación que existe 

entre las neuronas y la microglía, regulando la activación de esta última. Después una 

lesión cerebral existe una activación de esta proteína (Wolf et al., 2014), y como se 

puede apreciar en la Figura 49 de nuestros resultados, existe una activación de 

CX3CL-1 en el homogenado de la lesión cerebral. Esta activación, sin embargo, no 

muestra diferencias entre los grupos tratados con naltrexona y los que no han recibido 

el tratamiento como se aprecia en la comparación gráfica (Figura 50).   

 

 

Figura 49. Rat Cytokine Array Panel A de la proteína CX3CL-1 en homogenado de cerebro. 

Grupos Trauma (T), Trauma Contralateral (T clt), Trauma + Naltrexona (T+Ntx) y Trauma + 

Naltrexona Contralateral (T+Ntx clt). n= 3 por grupo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 50. Gráfica de la cuantificación de la proteína CX3CL-1 en homogenado de cerebro, en 

los grupos Trauma (T), Trauma Contralateral (T clt), Trauma + Naltrexona (T+Ntx) y Trauma + 

Naltrexona Contralateral (T+Ntx clt). n= 3 por grupo. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V. DISCUSIÓN
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1. Marcador de la actividad fagocítica: ED-1 

Después de realizar las pruebas de western blot de ED-1 (Figura 23), se ha 

comprobado, que tras el estímulo producido por la lesión cerebral, esta proteína 

incrementa su expresión comparándolo con el lado contralateral, en el que no había 

lesión. En nuestro modelo experimental, este aumento, en el grupo tratado con 

naltrexona es mucho mayor y es estadísticamente significativo en comparación con el 

grupo sin tratar (Figura 24). Se sabe que la microglía son las células residentes del 

sistema inmune del SNC que funcionan como macrófagos; actúan como una primera 

línea de defensa (Chavarría & Cárdenas, 2013) y responden a diversos estímulos 

(Ransohoff & Perry, 2009; Suzumura, 2013), como en el caso de la lesión cerebral, 

activándose. Una vez activada, cambia su morfología espinosa por una ameboide, y 

migran hacia las zonas lesionadas, allí liberan diversas sustancias como interleuquinas, 

quimiocinas y nucleótidos de ATP (Honda et al., 2001; El Khoury & Luster, 2008; 

Suzumura, 2013). Además la microglía desempeña funciones neurotóxicas y 

neuroprotectoras (Farfara et al., 2008; Skaper et al., 2013; Suzumura, 2013). Como se 

ha manecionado en la Introducción, ED-1 es una proteína lisosomal presente en la 

microglía, macrófagos y fagocitos mononucleares (Graeber et al., 1990; Slepko & Levi 

1996). Inmunohistoquímicamente y microscópicamente no se puede identificar si las 

células ED-1 positivas son microglía o macrófagos que han migrado a la zona 

lesionada (Annunciato et al., 2013). Sin embargo, la microglía residente del SNC son 

las células inmunocompetentes predominanates (Schilling et al., 2005).    

Para  determinar si esta activación fagocítica mononuclear en nuestros grupos 

tratados con naltrexona es beneficiosa o perjudicial, hemos tenido en cuenta 

parámetros de estrés oxidativo, supervivencia celular, diversos factores de 

transcripción y citoquinas.  

Hay una gran cantidad de estudios que investigan sobre el verdadero papel que 

cumple la microglía en el cerebro; algunos sostienen que la microglía tiene una 

función de regulación de la neurogénesis favoreciéndola (Ekdahl et al., 2003; Monje et 

al., 2003; Butovsky et al., 2006; Ziv et al., 2006), y otros, en cambio, postulan que la 

perjudica, disminuyendo la supervivencia neuronal (Fujioka & Akema, 2010; Keohane 

et al., 2010; Kohman & Rhodes, 2013). Sin embargo, en nuestros resultados se puede 
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observar que, el aumento de ED-1 en el grupo tratado con naltrexona (Figura 24) 

coincide con un aumento estadísticamente significativo en la supervivencia celular, 

como indican las células BrdU positivas encontradas en el grupo Trauma Naltrexona 

(Figura 31). Dado que la activación de fagocitos mononucleares, como la microglía, es 

necesaria para fagocitar las células que mueren, y favorecer que las células que nacen 

como parte de la regeneración celular, migren hacia la zona lesionada y puedan 

madurar en ese lugar (Sierra et al., 2010). Es posible que este aumento en la actividad 

fagocítica ayude a la eliminación de las células muertas en la zona de la lesión cerebral 

y así facilite las posibilidades de recuperación del tejido y sus funciones. 

Estudios experimentales han determinado que el papel perjudicial que 

desempeña la activación de microglía/fagocitos en la supervivencia celular, se debe a 

que favorece la secreción de sustancias neurotóxicas como citoquinas inflamatorias IL-

1β, TNFα, IL-6, óxido nítrico, superóxidos y glutamato, entre otros. Estas sustancias 

dificultan la recuperación de las funciones celulares y, específicamente después de una 

lesión cerebral, las funciones neuronales. Sin embargo, se ha comprobado que la 

naltrexona disminuye la producción de TNFα en un modelo experimental de shock 

séptico (Dinarello, 1997) y el estrés oxidativo en el hipocampo, en un modelo 

experimental de alcoholismo crónico (Almansa et al., 2013). Teniendo en cuenta estos 

datos, se puede suponer que el tratamiento con naltrexona, aplicado en nuestro estudio, 

podría producir una disminución de factores neurotóxicos como TNFα, favoreciendo la 

supervivencia y recuperación de las células dañadas después de la lesión cerebral. 

Por otro lado, se ha atribuido a la microglía activada un papel importante en la 

producción de factores neurotróficos, como CNTF, que contribuyen a la reparación y 

restauración tisular, y la regulación de la homeostasis (Neumann et al., 2006; 

Lalancette-Hébert et al., 2007), mediante la disminución de la secreción de IL-1β y 

TNFα, entre otras funciones (Krady et al., 2008; Lin et al., 2009). Ya que en nuestros 

resultados encontramos que el tratamiento con naltrexona aumenta, de forma 

estadísticamente significativa, la activación de CNTF en el grupo tratado en 

comparación con el resto de grupos (Figura 42), es posible que este factor neurotrófico 

ayude a disminuir la secreción de IL-1β y TNFα, ambos factores neurotóxicos, y 

favorezca la supervivencia neuronal en nuestros animales. Teniendo en cuenta los 

datos anteriores, se puede considerar que CNTF también esté involucrado en el 
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aumento de supervivencia celular que podemos observar en el grupo tratado con 

naltrexona en la Figura 31. 

 

2. Estrés oxidativo: Peroxidación Lipídica y Defensas Antioxidantes 

En el apartado de la Introducción se ha descrito que la peroxidación lipídica 

produce alteraciones en los flujos de las membranas celulares, aumenta su 

permeabilidad, y la degradación oxidativa de los lípidos, que provoca una inestabilidad 

en las membranas celulares, se genera un daño celular, especialmente en las neuronas, 

donde los lípidos poliinsaturados son muy abundantes (Cornelius et al., 2013). En el 

caso de un trauma cerebral, ya sea por isquemia, hemorragia o contusión, la 

peroxidación lipídica forma parte del daño secundario, que genera una alteración en los 

lípidos, las proteínas, ácidos nucleicos (Povlishock & Kontos, 1992; Juurlink & 

Paterson, 1998; Mendes Arent et al., 2014), que conlleva un aumento de la muerte 

celular (Guéraud et al., 2010; Cornelius et al., 2013). Por este motivo, se puede asumir 

que tras la lesión cerebral existe un aumento de la peroxidación lipídica, y 

posiblemente del estrés oxidativo. Y para verificar si existe un aumento de la 

peroxidación lipídica y el estrés oxidativo en nuestro estudio, se realizaron pruebas 

para medir la concentración de MDA y GSH en suero y homogenado de la lesión 

cerebral, como se explica en el apartado de Material y Métodos.  

Según los resultados obtenidos comparando la zona de la lesión con su lado 

contralateral, la lesión no afecta a la peroxidación lipídica ni a la concentración de  

GSH, un antioxidante endógeno. En el análisis realizado en el presente estudio, se 

observa que no existen diferencias en la concentración de MDA en suero entre los 

grupos Trauma y Trauma Naltrexona, como se puede apreciar en la Figura 25; así 

como tampoco se observan diferencias entre los grupos tratados con naltrexona y los 

que no han recibido el tratamiento, en los niveles de MDA en el homogenado de la 

lesión cerebral (Figura 26). Se ha documentado que después de la segunda hora tras 

una lesión cerebral los niveles de MDA aumentan, y persisten hasta siete días 

aproximadamente (Bayir et al., 2002). El análisis que realizamos en nuestro estudio se 

lleva a cabo diez días después de la lesión cerebral. Dado que los niveles de MDA 
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disminuyen a partir del séptimo día, es posible que al realizar la cuantificación de 

MDA al décimo día, dichos niveles de MDA hayan disminuido hasta conseguir la 

homeostasis en todos los grupos analizados en suero y homogenado de cerebro. Por 

ello, se ha considerado como un posible motivo por el cual no existan diferencias en la 

cuantificación de MDA en los grupos tratados con naltrexona y los no tratados.  

En el análisis realizado en homogenado de cerebro, se puede apreciar en la 

cuantificación de glutamato que no existen diferencias entre los grupos (Figura 30). 

Asimismo, en la cuantificación de GSH tampoco se observan diferencias en cerebro 

entre los grupos tratados y los grupos que no han recibido tratamiento con naltrexona  

(Figura 27). 

Por lo tanto, según los datos obtenidos, la lesión cerebral parece no efectuar 

ningún cambio en los niveles de MDA, GSH y glutamato. Así como tampoco el 

tratamiento con naltrexona parece no generar diferencias en los parámetros de estrés 

oxidativo en los grupos tratados en comparación con los grupos que no han recibido el 

tratamiento.  

 

3. Supervivencia celular 

Actualmente se sabe que la producción de células en el SNC (neuronas y células 

gliales), se lleva a cabo durante toda la vida de los vertebrados, pero está restringida a 

determinadas áreas del SNC adulto (Gould et al. 1999; Kempermann & Gage, 2000; 

Álvarez-Buylla & García-Verdugo, 2002; Ming & Song, 2005; Noguès et al., 2012; 

Brus et al., 2013), siendo éstas la zona subventricular, el GD del hipocampo y 

diferentes áreas de la corteza cerebral (Kempermann & Gage, 2000; Lledo et al., 2006; 

Arias-Carrión et al., 2007; Noguès et al., 2012). Sin embargo, después de una agresión 

al SN, se incrementa la proliferación celular para compensar la pérdida ocasionada por 

el daño, y se generan células madre pluripotenciales, que posteriormente migrarán al 

lugar de la lesión (Kojima et al., 2010), y allí se diferenciarán en neuronas o células 

gliales (Arvidsson et al., 2002; Nakatomi et al., 2002).  
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En el presente estudio, se puede apreciar cómo en las zonas lesionadas, de los 

grupos Trauma y Trauma Naltrexona, existe un aumento de la supervivencia celular, 

en comparación con las zonas contralaterales (Figuras 31-32). Además, se puede 

observar cómo el grupo Trauma tratado con naltrexona tiene un mayor número de 

células BrdU positivas que el grupo lesionado que no ha recibido el tratamiento.  

Se sabe que la activación de la microglía puede favorecer la recuperación y 

regeneración neuronal (Neumann et al., 2006; Lalancette-Hébert et al., 2007). Como se 

ha observado en los resultados de ED-1, existe un aumento de esta proteína en el grupo 

Trauma Naltrexona, así como también existe un aumento de células BrdU positivas en 

el mismo grupo, y en ambos casos (los resultados de ED-1 y BrdU) es estadísticamente 

significativo en comparación con el resto de grupos (Figuras 24 y 31). Por eso se ha 

considerado la posibilidad de que el aumento de ED-1, producido mediante el 

tratamiento con naltrexona, pueda favorecer la supervivencia celular en el cerebro, 

después de la lesión cerebral.  

 

4. Factores de transcripción y citoquinas 

Se realizanron diversas pruebas para determinar si el aumento en ED-1 en el 

grupo tratado con naltrexona modifica la liberación de dichos factores. Ya que estos 

factores de transcripción están implicados en procesos de neurogénesis y 

neuroprotección, asociados a la regeneración y degeneración celular. Dado que la 

microglía tiene un papel controvertido, no se puede afirmar que su activación sea 

precursora de regeneración celular, por ello, el análisis de estas moléculas, pretende 

ayudar a determinar el papel que juega el aumento en la actividad de 

microglía/fagocitos observado después de la lesión en nuestro estudio. 

 

4.1 Factor Nuclear Kappa B (NF-κB) 

Uno de los factores de transcripción analizados ha sido NF-κB, porque se sabe 

que desempeña un papel importante en las respuestas neuronales frente a una lesión. 
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Diversos estudios han comprobado que después de una lesión cerebral la actividad NF-

κB aumenta y se mantiene durante un tiempo (Nonaka et al., 1999; Sanz et al., 2002; 

Plesnila et al., 2007). Asimismo, NF-κB interviene en procesos inflamatorios, y por 

ello se le atribuyen acciones neuroprotectoras y neurotóxicas (Acarin et al., 2001; 

Brambilla et al., 2005; Lian et al., 2012); aunque varios autores sostienen que esta 

ambigüedad se debe a que los efectos beneficiosos y/o perjudiciales de NF-κB 

dependen del tiempo y la intensidad de la respuesta inflamatoria (Lenzlinger et al., 

2001; Morganti-Kossmann et al., 2002; Mattson & Meffert, 2006).  

En algunos estudios se ha observado que la activación de NF-κB promueve la 

producción de óxido nítrico (Bhaskaran et al., 2010), favoreciendo la inflamación y 

empeorando la recuperación. Otro estudios, sostienen que inhibiendo la ruta de 

señalización de NF-κB puede haber una disminución en la producción de TNF-α, IL-

1β, IL-6 y óxido nítrico en la microglía activada (Xue et al., 2008; He et al., 2011). 

Como se ha comprobado en nuestros resultados de NF-κB, no se observan diferencias 

entre los grupos.  

 

4.2 Proteína quinasa A (PKA) 

PKA, como se ha mencionado en apartados anteriores, es una proteína AMPc 

dependiente, que favorece la fosforilación de CREB (Carlezon et al., 2005) y cumple 

funciones neuronales importantes; está implicada en el tráfico y degradación de 

proteínas, la transcripción de genes, la regulación de la excitabilidad neuronal y otras 

funciones neuronales (Choi et al, 2002; Hoshi et al, 2005; Inan et al, 2006). Después 

de un TCE se puede considerar que existe un aumento de los niveles de AMPc como 

parte de la cascada de sucesos que se desencadenan y, consiguientemente, un aumento 

en los niveles de PKA. Sin embargo, en estudios realizados con diferentes modelos de 

trauma cerebral, se ha observado que los niveles de AMPc pueden permanecer 

inmutables (Armstead, 1997; Bell et al., 1998) o incluso pueden descender 

crónicamente y mantenerse así hasta dos semanas después del trauma (Pearse et al., 

2004). Dado que los niveles de AMPc después de un trauma cerebral pueden 
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disminuir, es posible que la activación de PKA también disminuya (Hu et al., 2004; 

Atkins et al., 2006; Chen et al., 2006).  

Inicialmente se había considerado que PKAc (subunidad catalítica) podría ser 

una de las proteínas activadas después de la lesión y una de las vías de activación de 

CREB para este estudio experimental. Tras en el análisis por western blot se ha 

observado que PKA no difiere entre los grupos de estudio (Figura 35 y 36). Sin 

embargo, sí que se observa un incremento de pCREB en el grupo Trauma Naltrexona 

(Figura 38). Por lo que se podría considerar que la vía por la cual se activa pCREB es 

diferente a la vía de PKA.     

En estudios experimentales se ha visto que la inhibición de la activación de PKA 

reduce los factores que promueven el estrés oxidativo y la apoptosis (Hui et al., 2010; 

Eftekharzadeh et al., 2012), y que favorecen la expresión de genes involucrados en los 

procesos inflamatorios (Kim et al., 2009). Dado que la activación de PKA parece estar 

ligada al estrés oxidativo, sería interesante comparar los resultados que hemos 

obtenido con respecto al análisis de estrés oxidativo por medio del estudio de MDA 

(Figuras 25-26), GSH y GSSG (Figuras 27-28). En estos resultados se observa que no 

existen diferencias entre los grupos analizados, al igual que en el análisis de PKA 

tampoco se observan diferencias entre los grupos (Figura 36). Por eso, se ha 

considerado la posibilidad de que la vía de activación de los factores que producen 

estrés oxidativo esté mediada por PKA y que los factores que promueven el estrés 

oxidativo y la apoptosis mediante la vía de señalización de PKA estén reducidos, como 

otros estudios han comprobado (Hui et al., 2010; Eftekharzadeh et al., 2012). Por lo 

tanto, si la vía de señalización de estrés oxidativo es la de PKA, y en ella no hay 

diferencias, consecuentemente no existirían diferencias entre los grupos en la 

cuantificación de MDA, GSH y GSSG, que es precisamente lo que se puede apreciar 

en nuestros resultados.  

 

4.3 Proteína de unión al elemento de respuesta de AMPc (CREB) 

Tras un TCE, existe una gran pérdida neuronal que implica un deterioro en las 

uniones bioquímicas y moleculares. Esta pérdida tiene como repercusión un daño en la 
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transcripción de diferentes genes, y asimismo una pérdida en las funciones sinápticas, 

cognitivas y de memoria, entre otras (Atkins et al., 2009).  El papel del organismo es 

reestablecer la completa funcionalidad de las neuronas dañadas, que haya regeneración 

axonal, y que se establezcan nuevas conexiones sinápticas, sin embargo, esto se ve 

condicionado por la cadena de sucesos que dificultan o ayudan a que esto se lleve a 

cabo. Diversos estudios han visto que existe un aumento en la activación de CREB tras 

un daño cerebral en neuronas, en la corteza cerebral y en el hipocampo (Yoneda et al., 

1994; Salminen et al., 1995; Walton et al., 1996), que favorece la regeneración y 

supervivencia neuronal (Lau et al., 2013). Así como se ha considerado como regulador 

directo de la expresión genética antioxidante (Krönke et al. 2003). Sin embargo, 

también es posible que después de un TCE los niveles de pCREB disminuyan (Atkins 

et al., 2009), lo que puede derivar en un daño cerebral secundario.  

En la cuantificación de pCREB se puede observar un aumento estadísticamente 

significativo en la activación de pCREB, en el grupo Trauma Naltrexona en 

comparación con el resto de grupos (Figura 38). Este aumento de pCREB en el grupo 

Trauma Naltrexona, parece estar relacionado con el aumento de supervivencia celular 

en el mismo grupo obtenido de la cuantificación de las células BrdU positivas (Figura 

31). Estos datos sugieren que el tratamiento con naltrexona después de una lesión 

cerebral podría favorecer la supervivencia celular en el cerebro gracias en parte a la 

activación de CREB.  

Diversos estudios han observado que después de una lesión existe un aumento de 

la activación de CREB en astrocitos, oligodendrocitos, células endoteliales y 

microglía, que se ha asociado a la supervivencia celular (Tanaka et al., 2001; Sugiura 

et al., 2004). Como se puede comprobar en la Figura 24, en el grupo Trauma 

Naltrexona existe un aumento de ED-1 al igual que en la Figura 38 existe un aumento 

de pCREB en el mismo grupo, ambos aumentos estadísticamente significativos. Esto 

indica que el tratamiento con naltrexona en nuestro estudio favorece la activación 

pCREB, posiblemente por medio de ED-1. Lo que nos permite pensar que la 

activación de la microglía y demás fagocitos esté relacionada con la activación de 

CREB, como otros estudios han visto en modelos de lesión cerebral isquémica (Jung et 

al., 2010).   
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4.4 Quinasa reguladora de señales extracelulares (ERK) 

La vía de señalización de ERK participa de forma activa en diversos procesos 

celulares como la adhesión, diferenciación, migración, proliferación y supervivencia 

(Fang & Richardson, 2005), así como en el metabolismo y la transcripción de genes 

(Roskoski, 2012). Se ha comprobado que ERK cumple funciones relacionadas con la 

supervivencia neuronal (Subramaniam & Unsicker, 2006), así como también cumple 

funciones en la muerte neuronal (Subramaniam & Unsicker, 2010). Se sabe, asimismo, 

que la vía de señalización de MAPK/ERK se activa tras una lesión cerebral (Mori et 

al., 2002). En el presente trabajo en los grupos Trauma que han recibido el tratamiento 

con naltrexona (Trauma Naltrexona y Trauma Naltrexona contralateral), se observa 

que pERK está reducida significativamente, en comparación con los grupos que no han 

recibido el tratamiento (Figura 40).  

Hasta la fecha, ningún estudio ha podido comprobar que ERK actúe de forma 

autónoma en los procesos celulares desencadenados por una lesión cerebral. 

Generalmente, desempeña sus funciones cooperando con factores de transcripción e 

interleuquinas, entre otros, y de esta forma es capaz de ejercer funciones para favorecer 

la supervivencia o muerte neuronal (Luo & DeFranco, 2006). Si se asocia a factores 

neurotróficos como, por ejemplo, BDNF o VEGF, pERK desempeñaría una función de 

intermediario favoreciendo la reparación y protección neuronal  (Almeida et al., 2005; 

Ma et al., 2011). No obstante, en nuestros resultados se puede observar una 

disminución de pERK en los grupos Trauma Naltrxona y Trauma Naltrexona 

contralateral (Figura 40).  

La vía de señalización de MAPK/ERK está involucrada con la regulación del 

aumento de apoptosis neuronal producida por la lesión  (Zhao et al., 2012), por lo que 

la inhibición de esta vía de señalización, podría tener efectos neuroprotectores, como 

estudios anteriores han demostrado (Zhao et al., 2012; Han et al., 2014). Si se observan 

los resultados obtenidos en su conjunto, el tratamiento con naltrexona favorece la 

supervivencia celular y la regeneración celular a través del aumento de diversas 

proteínas (pCREB, CNTF). Por lo que se puede considerar que la inhibición de la vía 

de señalización de ERK por medio del tratamiento con naltrexona, favorece la 

supervivencia y regeneración celular. 
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4.5 Factor Neurotrófico Ciliar 

Como ya se ha mencionado CNTF cumple funciones neuroprotectoras (Lee et 

al., 2013), favoreciendo la supervivencia de diversas poblaciones neuronales (Ip et al., 

1991; Oppenheim et al., 1991; Lärkfors et al., 1994; Simon et al., 1995). La 

producción de CNTF también favorece la supervivencia de células de la retina, 

incluidas las células madre progenitoras (Dutt et al., 2010), además, parece estar 

implicado en la inhibición de apoptosis (Santos et al., 2011) y en la regeneración de 

neuritas (Pernet et al., 2013). CNTF, no sólo favorece la supervivencia neuronal, sino 

que también cumple funciones en la respuesta inmune regulando la neuroinflamación 

(Lin et al., 2009) y promueve la proliferación de la células gliales (Fu et al., 2014). Si 

se observan los resultados obtenidos en la cuantificación de CNTF en los grupos de 

estudio, se puede apreciar que existe una activación significativamente mayor en el 

grupo Trauma Naltrexona (Figura 42). A su vez se observó un aumento significativo 

en la supervivencia celular en el mismo grupo (Figura 31), lo cual parece ser 

congruente con las funciones protectoras de CNTF y su capacidad de favorecer la 

supervivencia celular. Asimismo, CNTF parece no ser el único factor neurotrófico 

activado, ya que en el grupo Trauma Naltrexona también se observa un aumento 

estadísticamente significativo de pCREB (Figura 38), que se sabe que favorece la 

regeneración y supervivencia neuronal (Lau et al., 2013). El aumento estadísticamente 

significativo en el grupo Trauma Naltrexona de CNTF (Figura 42), pCREB (Figura 

38) y las células BrdU positivas (Figura 31), parecen indicar que el tratamiento con 

naltrexona favorece la supervivencia y la regeneración celular.  

Después de una lesión, CNTF incrementa su expresión activando a la microglía 

(Martin et al., 2003; Lin et al., 2009). Como se puede apreciar en nuestros resultados 

existe un aumento de CNTF en el grupo Trauma Naltrexona y un aumento de ED-1 en 

el mismo grupo (Figura 24). Es posible que CNTF favorezca la proliferación y 

activación de las células gliales, incluyendo la microglía (Krady et al., 2008; Fu et al., 

2014). Sin embargo, no se debe desestimar que la activación de la glía después de una 

lesión cerebral favorece la secreción de múltiples sustancias, y algunas de ellas pueden 

resultar tóxicas para las neuronas, como lo son TNFα, IL-1β y la ciclooxigenasa-2, 

todas ellas proteínas inflamatorias (Ekdahl et al., 2003; Monje et al., 2003; Kierdorf & 

Prinz, 2013). Sin embargo, CNTF disminuye la activación de estas proteínas 
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inflamatorias (Krady et al., 2008; Lin et al., 2009) y promueve la supervivencia celular 

después de una lesión, favoreciendo el crecimiento tisular (Krady et al., 2008). Por 

consiguiente, se puede suponer que el tratamiento con naltrexona por medio de la 

activación de CNTF, secretadas por la microglía activada, favoreciendo así la 

regeneración tras lesión.  

 

4.6 Proteína activadora de neutrófilos 2  

Tras una lesión cerebral existe una migración celular al lugar lesionado, como 

parte de la respuesta inmune, generalmente encabezada por las células gliales, que 

desencadena inflamación, y posteriormente favorecen la recuperación por medio de la 

regeneración tisular, la neurogénesis y angiogénesis (Rocamonde et al., 2012). Se ha 

descrito que CXCL-7 favorece esta migración celular a las zonas lesionadas (Schenk et 

al., 2002; Kalwitz et al., 2009; Carlson et al., 2013). Se ha observado en nuestro 

estudio, que la activación de CXCL-7 es estadísticamente mayor en el grupo Trauma 

Naltrexona en comparación con el resto de grupos (Figura 43 y 44). Dado que en 

nuestros resultados hemos obtenido un aumento de la expresión de ED-1, en el grupo 

Trauma Naltrexona (Figura 24), sería razonable que existiese un aumento en las 

proteínas quimioatrayentes que promuevan la migración transendotelial de leucocitos 

como lo es CXCL-7/NAP-2. Por lo que, este aumento de CXCL-7 que se observa en 

nuestros resultados (Figura 44) se podría asociar al aumento existente en la expresión 

de ED-1 (Figura 24).  

Asimismo, CXCL-7 activa diversos factores como IL-6, LIF y gp130, que 

forman parte de la familia de CNTF, y que están involucrados en la diferenciación 

celular y la inflamación (Falconi et al., 2007; Levashova et al., 2007). Por este motivo, 

sería posible que CXCL-7 esté involucrado en la activación de CNTF, ya que en 

nuestros resultados se puede observar que en ambos casos existe un aumento 

estadísticamente significativo en la cuantificación de estas proteínas en el grupo 

Trauma Naltrexona (Figuras 42 y 44). CXCL-7 podría desempeñar un papel 

importante disminuyendo la inflamación y favoreciendo diferenciación y 

supervivencia celular, mediante la activación de CNTF por medio del tratamiento con 
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naltrexona, ya que como se ha mencionado en el apartado anterior CNTF actúa 

disminuyendo algunas proteínas inflamatorias (Krady et al., 2008; Lin et al., 2009). 

 

4.7 Molécula soluble de adhesión intercelular tipo 1 

La proteína sICAM-1 forma parte de las citoquinas expresadas en la respuesta 

inflamatoria que se da después de un TCE (Pugin et al., 1999; Harting et al., 2008; 

Mukherjee et al., 2011). Esta, regula la respuesta inmune, atrayendo al lugar de la 

lesión células activadas, favoreciendo la migración leucocitaria a través del endotelio 

(Hafler & Weiner, 1989; Yilmaz & Granger, 2008) y la angiogénesis (Lawson & Wolf, 

2009). Por eso, podría desempeñar un papel importante en la respuesta inmune después 

de un TCE.  

En el análisis realizado en los grupos de estudio se ha comprobado que existe un 

aumento de la expresión de sICAM-1 estadísticamente significativo en el grupo 

Trauma Naltrexona, en comparación con el resto de grupos (Figura 46). Este aumento 

observado en el grupo Trauma Naltrexona concuerda con el aumento encontrado en la 

cuantificación de ED-1 (Figura 24). Dado que las células de la microglía expresan 

sICAM-1 (Zielasek et al., 1993; Kim et al., 2012), es posible que las células de la 

microglía estén involucradas en la expresión de sICAM-1, y por ello se observe en la 

cuantificación  del grupo Trauma Naltrexona un aumento en ED-1 y sICAM-1. 

Asimismo, sICAM-1 no sólo se expresa en la microglía sino que además disminuye los 

factores inflamatorios de esta, favoreciendo la fagocitosis y la regeneración celular 

(Townsend et al., 2005;  Kim et al, 2012). Teniendo en cuenta estos datos, se podría 

pensar que este aumento de sICAM-1 en el grupo Trauma Naltrexona favorece la 

supervivencia celular después de la lesión. Y si se observan los resultados obtenidos en 

el análisis inmunohistoquímico de BrdU (Figura 31), que marca supervivencia celular, 

se puede comprobar que existe mayor supervivencia celular en el grupo Trauma 

Nalterxona. 

Sin embargo, esta molécula se considera como un factor inflamatorio en sí 

mismo, y un posible marcador de enfermedad e inflamación epitelial (Chae et al., 

2001; Witkowska & Borawska, 2004; Lawson & Wolf, 2009), aunque diversos 
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estudios experimentales han determinado que la supresión o disminución de sICAM-1, 

entre otras citoquinas inflamatorias, aumenta el riesgo de muerte tras un trauma 

(Rancan et al., 2001; Briassoulis et al., 2007). Dado que la inflamación es necesaria 

para iniciar la producción de factores de crecimiento y la reparación de los tejidos 

dañados (Briassoulis et al., 2007), es posible que sICAM-1 mediante este proceso 

favorezca la producción de factores tróficos y de esta forma pueda favorecer la 

supervivencia celular.  

 

4.8 Selectina Leucocitaria 

Esta proteína forma parte de las proteínas expresadas durante la inflamación que 

se produce después de una lesión, que favorecen la migración, adhesión y circulación 

de los leucocitos, como parte de la respuesta inmune (Steeber & Tedder, 2000; Ley et 

al., 2007; Grailer et al., 2009). Como se ha expuesto, la respuesta inmune es variada y 

compleja, activando en sí misma procesos de regeneración y protección neuronal, así 

como toxicidad y muerte celular (Quintana et al., 2007). Sin embargo, la respuesta 

inflamatoria es necesaria para favorecer la regeneración celular por medio de la 

activación de factores de crecimiento (Briassoulis et al., 2007), y en esta respuesta 

inflamatoria está involucrada la selectina leucocitaria siendo la primera en activarse 

después de una lesión (Tu et al., 2002).  

Ya que después de un TCE existe un proceso inflamatorio y contando con estas 

premisas, se esperaría observar en nuestros resultados que la selectina leucocitaria 

estuviese activada después del TCE. Y como se puede apreciar en la gráfica de la 

cuantificación de esta selectina, existe un aumento estadísticamente significativo en la 

activación de la selectina leucocitaria en el grupo Trauma Naltrexona en comparación 

con el resto de grupos (Figura 48). Teniendo en cuenta que esta selectina forma parte 

del proceso inflamatorio producido por el TCE, estos datos obtenidos parecen ser un 

reflejo del resto de resultados, donde se puede apreciar un aumento en la cuantificación 

de ED-1 en el grupo Trauma Naltrexona (Figura 24), así como un aumento de la 

proteína leucocitaria CXCL-7 (Figura 44), un aumento de sICAM-1 en el mismo grupo 

que que los anteriores (Figura 46), y un umento de la selectina leucocitaria (Figura 48) 
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también en el grupo Trauma Naltrexona. Todas estas proteínas están implicadas en los 

procesos inflamatorios después de un TCE. Lo que da pie a pensar que todo esto forma 

parte de la cascada de sucesos desencadenados por el TCE, derivados de la 

inflamación y la respuesta inmune.  

Aunque se ha visto que la falta de selectina leucocitaria reduce el edema y la 

hemorragia, disminuye el reclutamiento de neutrófilos y la producción de TNF-α en 

estudios de infecciones cutáneas (Kaburagi et al., 2002), también se ha comprobado 

que las selectinas e ICAM-1 promueven la regeneración del tejido en heridas 

interactuando entre ellas, y la falta de alguna de ellas enlentece esta regeneración 

tisular (Nagaoka et al., 2000; Yukami et al., 2007). Cabe destacar que el tratamiento 

con naltrexona favorece una mayor producción de CNTF, que se sabe que disminuye 

la producción de TNF- α, entre otras proteínas inflamatorias. Teniendo en cuenta los 

resultados de sICAM-1 (forma circulante de ICAM-1), CNTF y la selectina 

leucocitaria, es posible que se favorezca una respuesta rápida frente a la lesión 

cerebral, participando así en la regeneración del tejido dañado por la lesión. En 

nuestros resultados se puede comprobar que este proceso de interacción entre estas 

proteínas parece favorecer la supervivencia celular en el grupo Trauma Naltrexona, ya 

que se observa, en la Figura 31, un aumento de las células BrdU positivas.  

 

4.9 Fractalquina 

Parte de las consecuencias de una lesión cerebral es la pérdida neuronal, como 

consecuencia del daño mecánico, o de los procesos desencadenados por la lesión, y 

que, posteriormente, activa todo un mecanismo de regeneración y reestructuración del 

SNC para poder recuperar las funciones afectadas por la pérdida neuronal (Albert-

Weissenberger & Sirén, 2010; Corneluis et al., 2013). Estos procesos se desarrollan 

por medio de la activación de múltiples recursos que el organismo utiliza para 

restaurar las conexiones y el correcto funcionamiento del cerebro, e inequívocamente 

la microglía cumple un rol fundamental en este proceso, así como los elementos que 

interactúan con ella, como CX3CL-1, que forma parte de la comunicación 

neurona/microglía (Tarozzo et al., 2003; Prinz & Priller, 2010; Wolf et al., 2013).  
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Como se puede apreciar en nuestros resultados de CX3CL-1, sí existe un 

aumento de la expresión de esta proteína (Figura 49), aunque los grupos lesionados 

parecen tener menos fractalquina que los grupos contralaterales no existen diferencias 

estadísticamente significativas entre ellos (Figura 50). Estos resultados, podrían 

determinar, como se observa en otros estudios, que esta menor activación CX3CL-1 

provoque una recuperación neuronal menos favorable, disminuyendo la 

neuroprotección, la neurogénesis y la neurorregeneración (Bachstetter et al., 2011; 

Cipriani et al., 2011; Pabon et al., 2011).  

Sin embargo, estudios recientes han visto que la supresión parcial de la 

activación de la microglía, por una menor activación del complejo CX3CL-1/CX3CR-

1 (ligando-receptor), reduce la muerte neuronal (Fuhrmann et al., 2010) y promueve la 

recuperación tras una lesión cerebral (Donnelly et al., 2011; Tang et al., 2014). Este 

papel se atribuye a que en la comunicación microglía/neurona, con un menor estímulo 

del complejo CX3CL-1/CX3CR-1, activa principalmente el fenotipo microglial M2, 

caracterizado por sus propiedades antiinflamatorias y reparadoras, en vez del fenotipo 

M1, que resulta citotóxico y favorece la inflamación (Tang et al., 2014). 

Contrariamente a estos estudios, en nuestros resultados se observa un aumento en la 

activación de ED-1 en el grupo Trauma Naltrexona (Figura 24), y por ello, se podría 

pensar que esta mayor activación de esta proteína sea perjudicial para la recuperación 

después de la lesión. Sin embargo, este aumento de ED-1 en el grupo Trauma 

Naltrexona observado en la Figura 24, está ligado al aumento que se observa en 

diversos factores tróficos, favorables para la regeneración y supervivencia neuronal, 

como pCREB (Figura 38) y CNTF (Figura 42). Asimismo, el grupo Trauma 

Naltrexona también tiene un mayor número de células BrdU positivas (Figura 31), que 

indican una mayor supervivencia celular en este grupo.  
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Se sabe que la naloxona y la naltrexona poseen propiedades antiinflamatorias y 

neuroprotectoras (Hutchinson et al., 2008). Asimismo, desempeña funciones en los 

receptores no opiodes como los receptores tipo toll 4 (en inglés, TLR4) que se 

encuentran en los macrófagos como la microglía (Watkins et al., 2007), y se cree que 

por medio de estos receptores ejerce su función antiinflamatoria. Mediante la 

dismininución de la actividad inflamatoria microglial favorece la neuroprotección 

(Younger et al., 2014). Además los efectos antiinflamatorios podrían extenderse a la 

periferia disminuyendo factores como TNF-α y IL-6, así como otros factores 

inflamatorios (Younger & Mackey, 2009) incluso en macrófagos periféricos (Liu et al., 

2006). Por todo esto, se podría considerar que el aumento en la actividad fagocítica 

vista en los resultados de ED-1 que produce el tratamiento con naltrexona (Figura 24), 

estaría asociado a una mayor producción de microglía del fenotipo M2, con siderado 

neurotrófico y antiinflamatorio (Tang et al., 2014). 

En el presente estudio se ha comprobado que tras la lesión cerebral se 

desencadena una serie de sucesos donde diversas citoquinas, factores de transcripción 

y moléculas se activan como respuesta frente al daño producido por la lesión. Dentro 

de estos sucesos, se ha observado que el tratamiento con naltrexona administrado 

posteriormente a la lesión favorece la expresión de ED-1 en nuestros animales (Figura 

24), junto a otros factores de transcripción y citoquinas. El aumento de estas citoquinas 

y factores de transcripción son una pequeña parte de lo que una lesión cerebral 

conlleva, ya que son muchos los procesos involucrados en ello. Teniendo en cuenta, 

que en este estudio, ED-1 principalmente incrementa su expresión activa mediante el 

tratamiento con naltrexona, se puede pensar que las citoquinas que favorecen la 

migración leucocitaria, sICAM-1 (Figura 46), y la selectina leucocitaria (Figura 48), 

estén relacionadas con este fármaco. Es complicado comprender el papel de la 

activación de la fractalquina (Figura 49), que está involucrada en la comunicación 

entre las neuronas y la microglía. Sin embargo, con los datos que se han obtenido se 

puede ver el inicio de lo que parece ser el proceso de recuperación de la lesión 

cerebral, dado que el tratamiento con naltrexona favorece el auemnto de CNTF (Figura 

42) y pCREB (Figura 38), que promueven la supervivencia celular (Figura 30). Por lo 

que se puede observar en estos resultados, el tratamiento con naltrexona aumenta la 

expresión de la ED-1, y por lo que parece puede estar involucrado en la regeneración y 
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la supervivencia neuronal, promoviendo la liberación de estas citoquinas regeneradoras 

y los factores de transcripción.  
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1. La lesión cerebral no afecta a la concentración de MDA ni GSH en nuestro 

modelo experimental, así como tampoco lo hace la administración del tratamiento con 

naltrexona posterior a la misma.  

2. Los niveles de PKA y NF-κB, analizados después de la lesión, no se 

modifican tras el tratamiento con naltrexona. Sin embargo, el tratamiento posterior a la 

lesión favorece la expresión de la forma activada de CREB y disminuye la expresión 

de pERK.  

3. El tratamiento con naltrexona, posterior a la lesión cerebral, produce un 

aumento en la supervivencia celular en nuestro modelo experiemental, observado en 

las células BrdU positvas en el cerebro.   

4. Depués de la lesión cerebral y tras el tratamiento con naltrexona se favorece 

la activación de citoquinas que participan en la respuesta tisular frente a la lesión. 

5. Después de una lesión cerebral la actividad fagocítica aumenta, siendo esto 

favorecido por el tratamiento con naltrexona. Esta activación podría promover la 

supervivencia celular en nuestro modelo experimental.  
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