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AcbC: núcleo Accumbens 
ADP: adenosine difosfato 
AFP: alfa‐fetoproteína 
AMPS: persulfato amónico 
ANOVA: análisis de varianza 
ATP: adenosina trifosfato 
BDNF: factor de crecimiento derivado del cerebro 
bHLH: motivo hélice‐giro‐hélice (basic Helix loop Helix) 
BLBP: proteína de unión a ácidos grasos cerebral 
BMP: proteína transformadora ósea (bone mophogenetic protein) 
BP: progenitor basal 
BrdU: 5 bromo‐2’‐desoxiuridina 
BSA: albúmina sérica bovina 
BSA +Oleico: complejo albúmina + ácido oleico 
CAMK‐II: proteína kinasa II dependiente de calcio/calmodulina 
CAT: ciclo de los ácidos tricarboxílicos 
CC: Cuerpo calloso 
CP: placa cortical 
CPl: plexo coroideo 
CRABP: proteína de union a ácido retinoico 
CRBP: proteína de unión a retinol 
Cy3: cianina 3 
DAPI: 4,6‐diamidino‐2‐fenilindol dihidrocloruro 
DCX: doblecortina, proteína marcadora de migración neuronal 
DEPC: dietilpirocarbonato 
DHA: ácido docosahexanoico 
DIV: días in vitro 
DMEM: medio Eagle modificado por Dulbecco (Dulbecco’s modified Eagle’s médium) 
DNA: ácido desoxirribonucleico 
dNTPs: desoxirribonucleótidos trifosfato 
DTT: ditiotreitol 
E: día embrionario 
EBSS: solución balanceada de Earle 
FABP: proteínas de unión y transporte de ácidos grasos 
FAT: translocador de ácidos grasos 
FATP: transportador (putativo) de ácidos grasos 
FCS: suero fetal bovino 
FL: capa filamentosa 
GABA: ácido gamma aminobutírico 
GAP43: proteína asocidada al crecimiento axonal 43 
 
 



 
 
GAPDH: gliceraldehido‐3‐fosfato deshidrogenasa 
GFAP: proteína ácida glial 
H: hipocampo 
HPLC: cromatografía líquida de alta eficacia (high performance liquid chromatography) 
IFL: capa filamentosa interna 
IGF: factor de crecimiento insulínico (insulin‐like growth factor) 
IP: yoduro de propidio 
IPC: célula precursora intermedia 
ISVZ: zona subventricular interna 
IZ: zona intermedia 
kDA: kiloDalton 
KO: knock‐out. Ratón modificado genéticamente para que alguno de sus genes esté inactivo 
LCFA: ácidos grasos de cadena larga 
LCR: líquido cefalorraquídeo 
LGE: eminencia ganglionar lateral 
LMS: corriente migratoria lateral 
LPL: lipoproteína lipasa 
LV: ventrículo lateral 
MAP2: proteína asociada a microtúbulos 2 
MGE: eminencia ganglionar medial 
MD: medio definido 
mRNA: ácido ribonucleico mensajero 
MTT: 3(4,5‐dimetiltiazol‐2‐il)‐2,5‐difeniltetrazolio 
MZ: zona marginal 
NCAM: molécula de adhesión celular neuronal 
NCx: neocórtex 
NE: neuroepitelio 
NGF: factor de crecimiento nervioso 
NT‐siRNA: ácido ribonucleico de cadena corta sin diana 
Oleico: ácido oleico 
OFL: capa filamentosa externa 
OSVZ: zona subventricular externa 
P: día postnatal 
pb: pares de bases 
PBS: tampón fosfato salino 
PCR: reacción en cadena de la polimerasa 
PDH: piruvato deshidrogenasa 
PKA: proteína kinasa A 
PKC: proteína kinasa C 
PMSF: fenil metil sulfonil fluoruro 
PP: preplaca 
PPARs: receptores activados por proliferadores de peroxisomas 
 



 
 
 
PUFA: ácido graso poliinsaturado 
p/v: relación peso/volumen 
RA: ácido retinoico 
RE: retículo endoplasmático 
RGC: células de la glía radial 
RMS: corriente migratoria rostral 
RNA: ácido ribonucleico 
RT: retrotranscripción o transcripción inversa 
RXR: receptor X de retinoico 
SCD: estearil‐CoA desaturasa 
SDS: docecilsulfato sódico 
SEM: error estándar de la media 
siRNA: RNA de interferencia de cadena corta 
SNC: Sistema Nervioso Central 
SNP: Sistema Nervioso Periférico 
SP: subplaca 
SREBP ó SREBF: factor de unión al elemento regulado por estrógenos 
SSC: tampón citrato sódico 
Str: núcleo estriado 
SVZ: zona subventricular 
TAE: tris acetato 
TBS: tampón Tris salino 
TEMED: N,N,N’,N’‐tetrametiletilendiamina 
TNF: Factor de necrosis tumoral 
TUJ1: tubulina beta‐III específica de neuronas 
TUNEL: marcaje de extremos mellados con dUTP mediado por la desoxinucleotidil 
transferasa terminal (Terminal transferasemediated dUTP Nick End Labelling) 
UTR: región no traducible 
VLDL: lipoproteínas de muy baja densidad 
VLDLR: receptor de lipoproteínas de muy baja densidad 
VZ: zona ventricular 
WB: transferencia tipo Western‐blot 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 

Correspondencia entre las FABPs y nomenclatura alternativa: 
FABP1 Ξ L‐FABP Ξ Hepática 
FABP2 Ξ I‐FABP Ξ Intestinal 
FABP3 Ξ H‐FABP Ξ Muscular o del corazón Ξ MDGI (inhibidor del crecimiento derivado de  
              Mamíferos) 
FABP4 Ξ A‐FABP Ξ Adipocito 
FABP5 Ξ E‐FABP Ξ Epidérminca Ξ PA‐FABP o asociada a psoriasis  
  Ξ S‐FABP ó C‐FABP, de la piel o cutánea 
  Ξ K‐FABP ó proteína de unión a lípidos en keratinocitos 
  Ξ DA11 
FABP6 ΞIl‐FABP Ξ Íleon Ξ Gastrotropina 
FABP7 Ξ B‐FABP Ξ Cerebral Ξ BLBP 
FABP8 Ξ M‐FABP Ξ Mielina Ξ MP2 
FABP9 Ξ T‐FABP Ξ Teticular 
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1.1. Desarrollo del Sistema Nervioso Central  

 
1.1.1. Desarrollo celular del Sistema Nervioso Central 

 
El  Sistema  Nervioso  Central  es  una  entidad  anatómica  protegida  eficazmente  de  los 
traumas  externos  mediante  formaciones  óseas,  como  son  el  cráneo  y  la  columna 
vertebral. Cada una de  las tareas funcionales realizadas por el sistema nervioso maduro, 
desde  la percepción de señales sensitivas y el control de  las funciones motoras hasta  las 
funciones  cognitivas  como  el  aprendizaje  y  la memoria, dependen  de    la  existencia de 
unas interconexiones muy precisas entre muchos millones de neuronas. Estas conexiones 
se  establecen  durante  el  desarrollo  embrionario  y  postnatal.  Hace  más  de  un  siglo, 
Santiago Ramón y Cajal emprendió una serie de estudios anatómicos, que culminaron con 
una  apreciación más  precisa  de  la  estructura  y  organización  del  sistema  nervioso.  Sin 
embargo,  aún hoy,  existen muchas  incógnitas  sobre  el desarrollo del  Sistema Nervioso 
Central,  y  los  estudios  más  recientes  tratan  de  descubrir  los  procesos  celulares  y 
moleculares que sirven de base a la formación de los circuitos nerviosos que ya describió 
Ramón  y  Cajal  (Ramón  y  Cajal  1911a; Ramón  y  Cajal  1911b).  El  desarrollo  del  sistema 
nervioso depende de la expresión de genes particulares en lugares y momentos concretos 
durante las distintas fases del desarrollo. 
El  sistema  nervioso  comienza  a  desarrollarse  en  un  estadio  relativamente  tardío  de  la 
embriogénesis en el  ser humano. Cuando empieza a  formarse ya  se han generado  tres 
capas  celulares  principales:  el  endodermo,  el mesodermo,  y  el  ectodermo.  El  sistema 
nervioso  se  origina  por modificación  y  sucesiva  evolución  del  ectodermo  del  embrión, 
mediante un proceso conocido como neurulación. La  invaginación de  la blástula crea  la 
placa neural que, al cerrarse sobre sí misma, formará el tubo neural que, posteriormente 
dará  lugar al encéfalo y a  la médula espinal. En  la  línea donde el tubo neural se despega 
del ectodermo, un cierto número de células migran desde el epitelio hacia el mesodermo. 
Éstas son las células de la cresta neural, que formarán el sistema nervioso periférico (Ver 
detalles recogidos en el Esquema 1). 
El neuroepitelio, es decir,  la zona modificada del ectodermo durante el desarrollo y que 
forma  el  tubo  neural,  está  formado  por  una  sola  capa  de  células,  denominadas 
neuroblastos o células madre neurales. Una vez acabada la formación de los neuroblastos, 
se  forma otro tipo celular,  los glioblastos. Clásicamente,  los neuroblastos son  las células 
que dan origen a  las neuronas  funcionales y maduras, mientras que  los glioblastos dan 
dos  tipos  de  células maduras:  los  astroblastos,  que  se  convierten  en  astrocitos,  y  los 
oligodendroblastos,  que  dan  lugar  a  los  oligodendrocitos.  En  la  actualidad,  esta 
estructuración básica y  sencilla ha  sufrido pequeñas modificaciones, gracias a un mejor 
conocimiento  de  la  diferenciación  y  desdiferenciación  celulares,  por  lo  que  no  existen 
unas divisiones tan claras entre  los precursores de  los  linajes celulares, así como se han 
descubierto nuevos  factores y nuevos “tiempos” en  las diversas áreas cerebrales, como 
veremos más adelante. 
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1.1.2. Células madre neurales y progenitores celulares 
 
Una de las clasificaciones de los estadios celulares más aceptada en la actualidad está basada 
en  la  aplicación  de  dos  criterios  para  definir  una  célula  como  célula madre,  que  son  la 
autorrenovación o multiplicidad, es decir, la capacidad para dividirse un número ilimitado de 
divisiones celulares, y  la multipotencialidad, que es  la capacidad de generar diferentes tipos 
de células diferenciadas. La multiplicidad puede dar lugar a divisiones simétricas, generando 
dos  células  hijas  totalmente  iguales,  o  a  divisiones  asimétricas,  produciendo  una  célula 
idéntica a  la  célula madre original y una  segunda  célula de diferente  tipo. Estas divisiones 
asimétricas  son  responsables  de  que  en  determinadas  condiciones  y  nichos  celulares  se 
origine una neurona o un progenitor celular diferente (Ver Esquema 2).  
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1.1.2.1. Células neuroepiteliales 
 
La placa y el  tubo neural, previamente a  la neurogénesis, están constituidas por una única 
capa  de  células,  las  células  neuroepiteliales,  que  forman  el  ya mencionado  neuroepitelio. 
Esta estructura parece estar pseudoestratificada y el núcleo de células neuroepiteliales migra 
arriba y abajo en el eje ápico‐basal, durante el ciclo celular, en el fenómeno conocido como  
“migración  intercinética nuclear”  (Ver  Esquema 3). Además,  estas  células  están  altamente 
polarizadas, debido a una distribución muy organizada en el eje ápico‐basal de las proteínas 
de membrana. Proteínas de membrana tales como la prominina‐1,  las proteínas de uniones 
estrechas o “tight  junctions” y  las proteínas de uniones adherentes o “adherens  junctions”, 
están  presentes  en  la  cara  apical  de  la  membrana  plasmática,  mientras  que  algunos 
receptores, tales como la integrina‐α6, se concentran en la lámina basal. 
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1.1.2.2. Glía radial 
 
La generación de neuronas en el neuroepitelio induce la aparición de un tejido estratificado 
en  numerosas  capas.  La  capa  adyacente  al  ventrículo,  esto  es,  la  capa más  apical  y  que 
contiene la mayoría de los progenitores celulares, es la denominada zona ventricular. Cuando 
se  inicia  la  neurogénesis,  las  células  neuroepiteliales  disminuyen  la  expresión  de  ciertas 
características  epiteliales  y modifican  la distribución  ápico‐basal de  ciertas proteínas de  la 
membrana plasmática. Concomitantemente, aparecen en ellas características astrogliales. En 
consecuencia,  y  después  del  comienzo  de  la  neurogénesis,  las  células  neuroepiteliales 
originan un tipo celular, conocido como glía radial o células de la glía radial (RGC), que exhibe 
propiedades  residuales  neuroepiteliales,  como  la  intercinética  nuclear  y,  así  mismo, 
propiedades  astrogliales.  Como  consecuencia  de  esto,  un  gran  número  de  neuronas  del 
cerebro derivan, directa o indirectamente, de estas células de la glía radial (Gotz and Huttner 
2005).  Esta  glía  radial  se  diferencia  de  las  células  neuroepiteliales  en  términos  de 
potencialidad, en que su capacidad de autorrenovación es muy  limitada y su diferenciación 
está  restringida  a  la  generación  de  determinados  tipos  celulares,  tales  como  astrocitos  y 
oligodendrocitos, dando origen, en la mayoría de los casos, a neuronas. 

 
 
1.1.2.3. Progenitores basales o progenitores de la “zona subventricular” (SVZ) 

 
El  otro  tipo  de  progenitores  neuronales,  que    junto  a  la  glía  radial  contribuyen  a  la 
neurogénesis,  se  denominan  progenitores  basales.  Proceden  tanto  de  las  células 
neuroepiteliales como de la glía radial, y se diferencian de ambos en que su núcleo migra de 
la  cara  apical  a  la  cara basal durante  la  fase  S hasta  la  fase M, originando  células que  se 
retraen de la cara apical. Por este motivo, los progenitores basales durante las etapas tardías 
de  la  neurogénesis  forman  la  zona  subventricular,  una  capa  de  células mitóticas,  basal  y 
adyacente a la zona ventricular (Gotz y Huttner, 2005). Este tipo de progenitores contribuyen 
a la neurogénesis mediante divisiones celulares simétricas, generando dos neuronas hijas. 

 
 

1.1.3. Desarrollo neuronal del Sistema Nervioso Central 
 
El desarrollo neuronal del sistema nervioso de los mamíferos comprende una sucesión de 
fenómenos interrelacionados entre sí, que clásicamente se dividen en las siguientes fases: 
proliferación  neuronal  o  neurogénesis,  migración  neuronal,  agregación  neuronal, 
diferenciación celular, sinaptogénesis y, por último muerte celular  (Cowan 1987; Cowen 
and Heydrick 1972; Herschkowitz 1988). 
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1.1.3.1.  Neurogénesis 
 
El  neuroepitelio,  como  ya  se  ha  mencionado,  es  mitóticamente  activo  durante  la 
formación del tubo neural, de tal manera que empiezan a formarse neuroblastos que se 
acumulan  en  la  superficie  ventricular  del  tubo  neural.  El  período  de  neurogénesis  es 
diferente en cada especie. En el hombre está comprendida entre  los días 40 y 125 de  la 
gestación  (Rakic  1978), mientras  que  en  el  ratón  ocurre  entre  los  días  11  y  17  de  la 
gestación (Caviness and Takahashi 1995) y en la rata comienza el día 13 y finaliza el día 19 
de  la gestación (Gohlke et al. 2004; Miller 1985). Comparativamente,  la neurogénesis en 
la rata tiene lugar en un período de gestación posterior al que se produce en el hombre. 
Las  implicaciones  de  esta  neurogénesis  temprana  en  el  hombre  no  se  conocen,  pero 
existe  la  posibilidad  de  que  las  neuronas  humanas  necesiten  un  período  largo  de 
adaptación al medio para poder ejercer funciones altamente especializadas, como son  la 
memoria, el aprendizaje, etc (Rakic 1985). No obstante, para una misma especie animal, 
el período de proliferación neuronal varía  según  la  región del Sistema Nervioso Central 
(Bayer 1995; Bayer 1985; Bayer et al. 1995). Así, por ejemplo, en el hipocampo de la rata 
el  número  de  neuronas  sigue  aumentando  hasta  el  primer  año  de  vida  postnatal 
(Herschkowitz 1988). 
Se  conocen  tres  gradientes  neurogénicos  durante  el  desarrollo  de  la  corteza  cerebral: 
radial,  medio‐lateral  y  antero‐posterior  (Bayer  and  Altman  1991)  El  gradiente  radial, 
también  conocido  como patrón de neurogénesis desde dentro hacia  fuera,  supone una 
organización de  la corteza, de tal forma que  las neuronas que se originan primero van a 
ocupar  las  posiciones más  profundas,  en  comparación  con  otras  neuronas  generadas 
posteriormente,  que  se  dispondrán  en  capas más  superficiales  (McConnell  1988;  Rakic 
1974). Así mismo, está descrito que las neuronas originadas en las regiones laterales de la 
corteza  sufren un desarrollo más  rápido que  aquéllas que  se  generan en  regiones más 
mediales.  Esto  también  ocurre  con  las  regiones  anteriores  respecto  de  las  posteriores 
(Bayer and Altman 1991).  
La mayor parte de  las neuronas corticales se generan en el epitelio pseudoestratificado 
que  limita  las  cavidades  ventriculares  del  tubo  neural.  Este  epitelio,  del  cual  hemos 
hablado en el apartado de progenitores celulares, se conoce como zona ventricular (VZ).  
La neurogénesis se inicia con las primeras divisiones celulares simétricas proliferativas, en 
las que cada célula neuroepitelial genera dos de estos progenitores, expandiendo así el 
número  de  este  tipo  de  células  (Molyneaux  et  al.  2007)  (Recordar  lo  descrito  en  el 
Esquema  2).  A  continuación  ocurren muchas  divisiones  asimétricas,  que  generan  una 
célula  neuroepitelial  y  una  neurona  o  una  célula  neuroepitelial  y  un  progenitor 
neurogénico diferenciado  (y  sin  la  capacidad  ilimitada de división  celular),  como  la  glía 
radial y los precursores neurales pequeños (Gal et al. 2006; Götz and Huttner 2005; Jessell 
and Sanes 2000; Noctor et al. 2004). La expansión de estos progenitores genera otra capa 
proliferativa,  adyacente  a  la VZ,  conocida  como  la  zona  subventricular  (SVZ). Esta  zona 
comienza a generarse en el ratón a partir del día 12,5  del período de gestación. 
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En la VZ se han identificado dos tipos de precursores corticales: las células de la glía radial 
(RGC)  (Miyata  et  al.  2001;  Noctor  et  al.  2001;  Noctor  et  al.  2002)  y  las  células 
neuroepiteliales (NE)(Götz and Huttner 2005). Las células progenitoras de la SVZ, es decir 
los progenitores basales  (BP),  se    forman a partir de  la VZ desde el día 13 prenatal   en 
ratón y el día 15 prenatal en rata (E13 y E15, respectivamente) y su período neurogénico 
se extiende desde E14 a E17 en ratón, y desde E16 a E19 o E20 en rata, aunque puede 
extenderse  hasta  el momento  del  parto,  considerándose  este  último  período  como  la 
segunda neurogénesis embrionaria (Campbell 2005). 
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Los progenitores de la VZ y la SVZ expresan diferentes genes (Gal et al. 2006; Molyneaux 
et al. 2007) y estas diferencias parecen estar relacionadas con  la progenie neuronal a  la 
que dan  lugar. Se ha postulado que  los progenitores de  la SVZ generan neuronas de  las 
capas  superficiales  y  expresan  los  genes  Cux2,  Tbr2,  y  Svet1,  mientras  que  los 
progenitores de la VZ generan neuronas de las capas profundas y expresan los genes Otx1 
y Fez1 (Dehay and Kennedy 2007) (Ver Esquema 4). Otra hipótesis sostiene que las células 
expresan de  forma  secuencial  los diferentes  factores de  transcripción en  su proceso de 
maduración,  de  forma  independiente  del  precursor  del  que  procedan  (Hevner  2006; 
Hevner et al. 2006). 
La  corticogénesis,  o  desarrollo  de  la  corteza  cerebral  difiere,  entre  los  roedores  y  los 
primates (Ver Esquema 5. Modificado de Sanes (J. Sanes 2001)).   
En el ratón,  la neurogénesis cortical dura 8 días –desde el día 11 (E11,5) hasta el día 19 
(E19) del período de gestación‐,  continuando  la expansión del  córtex  visual durante 60 
días. En primates, aparece de manera temprana –E55‐, una capa fibrilar externa (OFL), la 
VZ se reduce progresivamente desde E65, mientras que  la SVZ aumenta progresivamente 
en profundidad y a partir de E72  se divide en dos capas,  la capa  interna  subventricular  
(ISVZ) y la capa externa subventricular (OSVZ), por la intrusión de una nueva capa fibrilar 
(IFL). 
Comparativamente,  las  zonas  proliferativas  (VZ  y  SVZ)  en  los  primates  son mayores  y 
además  existe  una  importante  expansión  de  la  SVZ,  que  forma  la  zona  externa 
subventricular  (OSVZ),  que  no  existe  en  los  roedores.  La OSVZ  es,  en  los  primates,  la 
principal  área  de  producción  de  neuronas,  que  se  destinan  a  las  capas  superiores  del 
neocórtex y se considera su existencia como una evolución adaptativa del córtex cerebral 
de  los  primates  (Rash  and  Grove  2006).  La OSVZ  exhibe  un  patrón  único  y  se  parece 
histológicamente a la VZ, teniendo una organización radial compacta (Dehay and Kennedy 
2007).  La  regulación  de  la  corticogénesis  y  del modelado  de  la  corteza  cerebral  está, 
aparentemente,  controlado  por  las  moléculas  señalizadoras  BMPs, Wnts,  Shh  y  Fgf8, 
entre otras, que actúan en las zonas proliferativas neurogénicas generando factores para 
el  correcto  posicionamiento  celular  de  la  corteza  (Fukuchi‐Shimogori  and  Grove  2001; 
Garel et al. 2003; Herbert et al. 2002). 
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1.1.3.1.1. Neurogénesis adulta 

 
La neurogénesis en el cerebro  no  se ve restringida sólo a la etapa del desarrollo, sino que 
también en el adulto se conocen nichos neurogénicos (Doetsch 2003; García‐Verdugo et 
al.  2002; Ma  et  al.  2005).  Los  primeros  estudios  que  demuestran  fehacientemente  la 
existencia de neurogénesis en animales adultos, en el hipocampo, datan de 1965 (Altman 
and Das 1965).  La neurogénesis dirigida  al bulbo olfatorio principal  (MOB)  se describió 
algo  más  tarde  (Kaplan  and  Hinds  1977).  Sin  embargo,  estos  estudios  no  tuvieron 
continuidad  durante  un  largo  tiempo,  hasta  que  se  produjo  el  descubrimiento  de  las 
células madre en el cerebro adulto (Reynolds and Weiss 1992; Richards et al. 1992), junto 
con  la corroboración de  la existencia de células madre en otros órganos adultos como el 
pulmón y el corazón  (Anversa and Kajstura 1998; Beltrami et al. 2003; Engelhardt et al. 
1995; Kotton et al. 2004; Oh et al. 2003; Stastna et al. 2009; Verstappen et al. 2009). En la 
actualidad,  está  ampliamente  aceptada  la  existencia  de  dos  áreas  del  cerebro  adulto 
capaces de producir nuevas neuronas en la mayoría de los mamíferos, también conocidas 
como regiones o nichos neurogénicos (ver, entre otras muchas, la revisión de Pignatelli & 
Belluzzi  (Pignatelli  and  Belluzzi  2010).  Éstas  son:  la  formación  hipocampal  y  la  región 
neurogénica  constituida  por  la  SVZ,  la  corriente  migratoria  rostral  (RMS)  y  el  bulbo 
olfatorio  (OB)  (o  SVZ‐RMS‐OB)  (Doetsch  2003;  Doetsch  et  al.  1999;  Gritti  et  al.  2002; 
Merkle et al. 2007; Ventura and Goldman 2007). 
 
 

1.1.3.1.2. Factores que afectan a la proliferación neuronal 
 
La neurogénesis, tanto durante el desarrollo, como en  la etapa adulta, además de por  la 
presencia o no de los precursores y su organización en los nichos o regiones, también está 
regulada por otros factores, es decir,  lo que se conoce como  la “permisividad” de dichas 
regiones  (Suhonen  et  al.  1996).  No  se  conocen  bien  los  factores  que  regulan  la 
proliferación  de  los  neuroblastos,  aunque  existe  la  posibilidad  de  que  algunos 
neurotransmisores, tales como la noradrenalina, la serotonina, la acetilcolina, el GABA y la 
dopamina actúen como señales reguladoras (Fedoroff et al. 1987; Herschkowitz 1988). Se 
ha sugerido el papel del potencial de membrana en la mitogénesis celular (Cowan 1987) y 
se cree que determinadas hormonas, como  la  insulina y  las hormonas tiroideas, también 
pueden actuar en esta fase del desarrollo neuronal. En trabajos in vitro se ha demostrado 
que el  IGF‐I  y el  factor de  crecimiento derivado de  los  fibroblastos  (bFGF)  son  factores 
mitogénicos  (Dicicco‐Bloom  et  al.  1998). Así mismo,    el  factor  de  crecimiento nervioso 
(NGF) estimula la proliferación de los neuroblastos, siempre y cuando estas células hayan 
estado expuestas  a bFGF  (Cattaneo  and McKay 1990). Además,  la neurogénesis parece 
estar  negativamente  regulada  por  el  factor  de  crecimiento  glial  (GGF),  una  proteína 
regulada por el gen de la neurregulina (Jessell and Sanes 2000). 
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Además  de  los  progenitores  de  carácter  glial,  se  ha  demostrado  que  en  las  regiones 
neurogénicas  existen  otras  poblaciones  de  astrocitos,  sin  potencial  neurogénico,  que 
favorecen  la  formación de neuronas  (Song et al. 2002a; Song et al. 2002b). La microglía 
parece  tener un papel dual en  la regulación de  la neurogénesis. Por una parte  inhibe  la 
proliferación mediante  la producción de  sustancias  como  la  interleucina 6  (Bonni et  al. 
1995; Mehler and Kessler 1995; Vallieres et al. 2002), y por otra, tiene efectos tróficos, al 
producir neurotrofinas (Battista et al. 2006; Walton et al. 2006). 
Los vasos sanguíneos  (Palmer et al. 2000) producen moléculas,  tales   como el  factor de 
crecimiento  del  endotelio  vascular  (VEGF),  que  contribuyen  a  la  homeostasis  de  los 
progenitores (Cao et al. 2004; Fabel et al. 2003; Jin et al. 2002; Schanzer et al. 2004), y son 
otro componente esencial de las regiones neurogénicas. De hecho, los precursores de las 
regiones neurogénicas adultas se encuentran íntimamente relacionados con ellos, ya que 
los precursores emiten un proceso que contacta directamente con los vasos: la teoría del 
“nicho  vascularizante”;  (Filippov et  al. 2003; Mirzadeh et  al. 2008; Palmer et  al. 2000). 
Según  esta  teoría,  los  progenitores  recibirían  señales  reguladoras  mediante  factores 
solubles y moléculas de la matriz extracelular (Leventhal et al. 1999; Mercier et al. 2002; 
Shen and Zhang 2004). 
 
 

1.1.3.1.3. Tipos neuronales principales de la corteza cerebral 
 

Las  neuronas  pueden  clasificarse  atendiendo  a  diversos  criterios,  desde  su  forma  y 
tamaño, su polaridad, el mediador químico o neurotransmisor secretado, hasta su función 
clásica. Según su morfología existe una gran diversidad, mientras que clásicamente, según 
su  función  se  dividen  únicamente  en  tres  grandes  grupos:  motoras,  sensoriales  e 
interneuronas.  Una  clasificación  muy  utilizada  agrupa  a  las  neuronas  de  la  corteza 
cerebral en dos clases principales: las neuronas excitatorias, la mayor parte de las cuales 
tienen una morfología piramidal y  también son denominadas neuronas de proyección o 
células piramidales,  y  las neuronas  inhibidoras,  también  conocidas  como  interneuronas 
(DeFelipe  and  Farinas  1992),  unas  células  de morfología más  pequeña.  Las  neuronas 
excitatorias  piramidales  utilizan  como  neurotransmisor  el  glutamato  (Thomson  and 
Deuchars 1994); mientras que las interneuronas emplean el ácido γ‐aminobutírico (GABA) 
como neurotransmisor principal (McCormick 1989; Thomson et al. 1996). Estos dos tipos 
neuronales  deben  coordinarse  entre  sí  para  lograr  el  perfecto  funcionamiento  de  los 
circuitos corticales (McBain and Traynelis 2006). 
 
 

1.1.1.1.1.1.  Neuronas glutamatérgicas: neuronas piramidales 
 
La mayor parte de  las neuronas glutamatérgicas de  la corteza cerebral son piramidales. 
Constituyen alrededor del 80 % del total de la población neuronal de la corteza cerebral y 
se encuentran en todas las capas corticales, con la excepción de la capa I.  La morfología 
típica de una neurona piramidal supone un cuerpo celular con forma piramidal, con una 
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prominente dendrita apical que surge de su polo apical y se extiende radialmente hacia la 
superficie  pial.  De  la  base  del  soma  emergen  dendritas  basales  que,  típicamente,  se 
extienden  lateral  o  ventralmente.  La  dendrita  apical  generalmente  alcanza  la  capa  I, 
aunque la mayoría de las células piramidales que se sitúan en las capas IV y V no lo hacen. 
La superficie dendrítica está cubierta de espinas, siendo su número muy elevado. El axón 
de estas neuronas  sale de  la base del  soma o de una dendrita basal, con dirección a  la 
sustancia  blanca,  y  en  su  camino  emite  diversas  ramificaciones  o  “colaterales”  (Ver 
esquema  de  la  reconstrucción  de  una  célula  piramidal,  obtenida  por  su  tinción  con 
Biocytin,  recogido  en  el  Esquema  6).  Aunque  todas  las  células  piramidales  tienen  una 
morfología  similar,  dependiendo  de  su  disposición  en  las  capas  de  la  corteza,  difieren 
entre  ellas  en  su  árbol  dendrítico,  la  densidad  de  las  espinas,  el  patrón  de  colaterales 
axónicos y el lugar hacia el cual proyectan.  
Existen  también,  aunque  no  las  detallemos  aquí,  interneuronas  excitatorias  (las 
denominadas SCC por “spiny stellate cells”), pero son una población minoritaria localizada 
únicamente en la capa IV (Feldmeyer et al. 2002). 
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1.1.1.1.1.2. Interneuronas GABAérgicas 

 
Las  interneuronas representan aproximadamente el otro 20 % del  total de  las neuronas 
corticales.  Constituyen  un  grupo  altamente  heterogéneo  de  células  con  una  gran 
diversidad morfológica  (aunque generalmente sean de menor  tamaño que  las neuronas 
excitatorias), fisiológica, molecular (pudiendo expresar distintos marcadores moleculares 
como  las  diversas  proteínas  de  unión  a  calcio:  calbindina  (CB),  calretinina  (CR), 
parvoalbúmina (PV); tirosinahidroxilasa, algunos neuropétidos, etc), y sináptica (DeFelipe 
1997;  Kawaguchi  and  Kubota  1996;  Markram  et  al.  2004)(Ver  el  esquema  de  la 
reconstrucción de una interneurona, obtenido por su tinción con Biocytin, recogido en el 
Esquema 7).   Las  Interneuronas, a pesar de  su gran diversidad, poseen características y 
propiedades comunes. Así, carecen de espinas dendríticas, pueden recibir sinapsis, tanto 
excitatorias  como  inhibitorias,  en  diversos  puntos  de  su  soma,  dendritas  y  axón,  no 
proyectan  a  otras  partes  del  cerebro  y,  tanto  su  axón  como  su  árbol  dendrítico,  se 
encuentran  confinados  siempre  al  neocórtex  (Kawaguchi  and  Kubota  1996). 
Generalmente,  las  conexiones  de  las  Interneuronas  a  través  de  su  axón  son  con  otras 
neuronas próximas, aunque se han descrito algunas poblaciones con  largas proyecciones 
hacia otras zonas de la corteza (Somogyi and Klausberger 2005).  

 
 

 
 
 

IN
TR

O
D

U
C

C
IÓ

N
 



 
16 

1.1.1.2. Migración neuronal 
 
Una  clasificación  de  los  tipos  neuronales,  como    se  acaba  de mencionar,  agrupa  a  las 
neuronas corticales en dos grandes grupos o clases: neuronas de proyección o piramidales 
e  interneuronas o neuronas de circuito  local. Esta clasificación tiene relevancia cuando se 
habla  de  migración,  pues  parece  ser  que,  mientras  que  las  neuronas  glutamatérgicas 
piramidales originadas en la región del palio, en la VZ, migran radialmente hasta alcanzar la 
placa cortical (Kriegstein and Noctor 2004),  las  interneurons GABAérgicas, que se generan  
principalmente en la región del subpalio, lo hacen tangencialmente. 
Los estudios clásicos, de marcaje radiactivo, al igual que los más recientes, coinciden en que 
las neuronas de proyección de la corteza cerebral se originan, principalmente, en la VZ de la 
región dorsal del encéfalo (palio) y migran radialmente a través de la zona intermedia de la 
corteza,  hasta  alcanzar  su  posición  definitiva  en  la  placa  cortical  (Angevine  and  Sidman 
1961; Nadarajah et al. 2001) (Ver Esquema 8). 
.  
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La migración radial de las neuronas de proyección permite la transferencia de información 
topográfica desde la capa ventricular hasta la placa cortical. Por este motivo, la información 
derivada  de  la  posición  está  determinada  por  su  origen  en  la  zona  ventricular,  y  así, 
progenitores  corticales  adyacentes  dan  lugar  a  neuronas  de  proyección  que  se  sitúan 
próximas en la placa cortical y, habitualmente, en la misma columna cortical (Revisión muy 
completa (Rakic 1988)). La migración radial depende, en gran medida, de la interacción de 
las neuronas en migración con  las prolongaciones de  la glía radial  (Misson et al. 1988), si 
bien  durante  las  primeras  fases  del  desarrollo  cortical,  la  migración  radial  parece  ser 
independiente de la glía radial (Nadarajah et al. 2002; Nadarajah and Parnavelas 2002) (Ver 
Esquema 9). 
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1.1.1.2.1. Migración tangencial de las interneuronas corticales 
 
La  existencia  de  células  orientadas  de  forma  tangencial  en  la  zona  intermedia  de  la 
corteza  en  desarrollo  sugiere  que  no  todas  las  células  se  desplazan  de  forma  radial. 
Aunque  durante  mucho  tiempo  se  pensó  que  las  interneuronas  corticales  que  se 
originaban  en  la  zona  ventricular  del  palio,  y  que  se  desplazaban  hasta  alcanzar  su 
posición definitiva en las áreas corticales, lo hacían mediante la migración radial, de forma 
similar a las neuronas piramidales, numerosos estudios recientes ha puesto de manifiesto 
que  la migración  radial  no  es  el  único mecanismo  de  desplazamiento  (de  Carlos  et  al. 
1996a;  Fishell et  al. 1993; Nadarajah et  al. 2002; O'Rourke et  al. 1997; O'Rourke et  al. 
1992; Parnavelas et al. 1991; Tan and Breen 1993; Tan et al. 1995). 
La  idea  de  que  son  las  interneuronas  las  neuronas  que  se  desplazan  tangencialmente 
durante  el  desarrollo  de  la  corteza  cerebral  tiene  su  origen  en  estudios 
inmunohistoquímicos y de marcaje con bromo‐desoxiuridina (BrdU)(DeDiego et al. 1994; 
Van  Eden  et  al.  1989).  El  clonaje  celular  demostró  la  existencia  de  un  linaje  celular 
diferente  entre  las  neuronas  corticales  que  tienen  una  migración  radial  y  aquellas 
neuronas  corticales  con migración  tangencial  (Mione  et  al.  1997;  Tan  et  al.  1998).  Las 
interneuronas  se generan en el  subpalio  (de Carlos et al. 1996a),  concentrándose en  la 
eminencia ganglionar del telencéfalo ventral y migrando tangencialmente hacia el córtex 
en corrientes bien definidas (Corbin et al. 2001; Marin and Rubenstein 2003; Metin et al. 
2006;  Nakajima  2007).  Si  bien  el  primer  trabajo  en  confirmar  el  origen  de  las 
interneuronas en la región del subpalio mostró que luego se dispersaban tangencialmente 
en  la corteza embrionaria  (de Carlos et al. 1996a; De Carlos et al. 1996b), estudios más 
recientes confirmaron que interneuronas de regiones distantes, tales como la neocorteza, 
el hipocampo o  la  corteza piriforme  tenían  su origen  común  en  la  región del  subpalio, 
haciendo pensar en un origen común para todas las interneuronas de la corteza cerebral 
(Pleasure et al. 2000; Wichterle et al. 1999).  
En general, la migración tangencial no parece seguir las fibras de la glía radial sino que se 
basa en la interacción con otros tipos celulares y señales moleculares (Corbin et al. 2001; 
Marin  and  Rubenstein  2001).  Las  células  que migran  tangencialmente  pueden  hacerlo 
como agrupaciones, como es el caso de  las  interneuronas que migran al bulbo olfatorio 
(OB), o hacerlo  individualmente como  las  interneuronas corticales o   las células de Cajal‐
Retzius.  
 
 

1.1.1.2.2. Migración  tangencial:  la  corriente  migratoria  rostral  y  la 
migración postnatal y en el adulto 

 
La SVZ de muchos mamíferos adultos, no humanos (Blakemore and Hague 1972; Kornack 
and Rakic 2001; Pencea et al. 2001; Perez‐Martin et al. 2000; Ponti et al. 2006; Young et 
al. 2007), y humanos, aunque en este caso parece declinar durante la infancia (Sanai et al. 
2011), genera un amplio número de neuronas  “nuevas” destinadas al OB. Progenitores 
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neuronales  inmaduros migran desde  las paredes de  los ventrículos  laterales en cadenas 
tangencialmente  orientadas,  formando  una  corriente  migratoria  rostral  (RMS)  que 
conecta la SVZ con el OB (Ver Esquema 10).  
 

 
 
En el caso de  los humanos, este corredor de progenitores parece estar activo durante  la 
infancia pero se ve reducido considerablemente en la etapa adulta. No obstante, durante 
la ventana de tiempo en el cual se mantiene la neurogénesis, no todas las células parecen 
estar destinadas al OB, sino que pueden alcanzar zonas del córtex prefrontal (Sanai et al. 
2011).  
En  el  caso  de  los  roedores,  se  ha  demostrado  que  estímulos  olorosos  que  activen  el 
sistema  olfatorio  durante  el  desarrollo  postnatal,  activan  también  la migración  de  los 
progenitores a través de esta corriente de migración tangencial. Además,  existen algunos 
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tipos  de  interneuronas  cuyo  destino  final  no  parece  ser  el  OB  (Le Magueresse  et  al. 
2011b). 
 
 

1.1.1.2.3. Factores  que  influyen  en  la  migración  de  las  neuronas  de  la 
corteza 

 
1.1.1.2.3.1.    El  “leading process” o proceso de guía 

 
La migración neuronal es un proceso altamente polarizado, que se basa en la generación, 
mantenimiento y remodelación de un “proceso de guía” o “leading process”, que marca la 
dirección  seguida  por  la  célula.  El  “leading  process”  actúa  como  el  compás  de  rumbo,  
seleccionando  la  dirección  de migración  en  respuesta  a  estímulos  quimiotácticos,  bien 
quimioatractivos,  como  la  neurorregulina  1  (Marin  and  Rubenstein  2001),  o 
quimiorrepulsivos, como las semaforinas de la clase III (de Castro et al. 1999; Marin et al. 
2001).  La  morfología  del  leading  process  varía  en  los  diferentes  tipos  neuronales, 
reflejando una adaptación a los diferentes requerimientos del proceso de migración radial 
o  tangencial  (Marin  et  al.  2010). Mientras  que  las  neuronas  piramidales  normalmente 
tienen un único  leading process mientras  se desplazan  con una morfología bipolar a  lo 
largo de las fibras gliares, las interneuronas que migran tangencialmente extienden varias 
ramificaciones de  leading process, reflejando un comportamiento exploratorio (Metin et 
al. 2006; Nadarajah and Parnavelas 2002; Tabata and Nakajima 2003; Valiente and Marin 
2010). Además, y aunque no  requieran del contacto con  las células de  la glía  radial,  las 
interneuronas  necesitan  de  interacciones  directas  con  otros  tipos  celulares,  incluidos 
otras interneuronas en migración, además de señales externas. 
 
 

1.1.1.2.3.2.    Señales que dirigen la migración neuronal 
 
Existen  multitud  de  señales  que  regulan  y  dirigen  la  migración  neuronal  y  pueden 
clasificarse  atendiendo  al mecanismo mediante  el  cual  ejercen  su  función:  control  de  la 
dinámica del leading process, del movimiento nuclear, señales célula‐célula de modulación 
de  la  adhesión  celular  y  la  guía,  factores motogénicos  y  señales  de  “fin  de  trayecto”. 
Muchas de estas moléculas, neurotransmisores y señales, y su mecanismo de acción sobre 
las neuronas piramidales o  las  interneuronas,  se encuentran  recogidos y agrupados en el 
Esquema 11 (Manent et al. 2011; Polleux et al. 2002). 
 
 

1.1.1.2.3.3.    Participación de la vasculatura en la migración neuronal 
 
Además  de  todos  los  factores  ya  señalados  en  el  apartado  anterior,  existe  un  factor 
adicional  que  en  los  últimos  años  ha  adquirido  una  gran  importancia.  Se  trata  de  la 
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vasculatura  o  los  vasos  sanguíneos  presentes  o  próximos  a  las  diferentes  áreas  de 
migración, de manera especial en la etapa adulta. El árbol vascular jugaría un doble papel: 
por  una  parte  actuaría  de  andamiaje,  compartiendo  funciones  con  las  células  gliales  (Le 
Magueresse et al. 2011a) y por otra parte, pudiendo secretar o  facilitar  la producción de 
sustancias  y  factores,  como  el  VEGF,  que  induzcan  o  favorezcan  la  migración  de  las 
neuronas (Bozoyan et al. 2012; Scott et al. 2012).  
 
El Esquema 11 resume los mecanismos de control de la migración neuronal. 
 

 

IN
TR

O
D

U
C

C
IÓ

N
 



 
22 

1.1.1.3. Agregación neuronal  
 
Al llegar a su localización definitiva, las neuronas tienden a agregarse formando diferentes 
capas de  la  corteza  cerebral o bien  grupos nucleares. Algunas moléculas de naturaleza 
glicoproteica  y/o  glicolipídica,  intervienen  en  la  formación  de  interacciones  entre 
neuronas  (Herschkowitz 1988). Empleando cultivos celulares se ha puesto de manifiesto 
que  las  superficies  gliales  pueden  favorecer  el  proceso  de  agregación  neuronal  y  que 
sustancias  como  la  poli‐L‐lisina  también  favorecen  dicha  agregación  (Vernadakis  and 
Mangoura  1988).  Además,  la  laminina,  una  glicoproteína  presente  en  la  matriz 
extracelular, parece ser una molécula que favorece este proceso (Luckenbill‐Edds 1997). 
 
 
 
1.1.1.4. Diferenciación neuronal 

 
 La  diferenciación  neuronal  se  caracteriza  por  el  crecimiento  del  cuerpo  celular,  la 
elaboración  de  axones  y  dendritas,  seguida  de  su  crecimiento  en  longitud  y  grosor  y, 
finalmente, el agrupamiento de  los cuerpos neuronales formando acumulaciones de    las 
que parten radialmente las neuritas. Esta distribución da lugar a la disposición en materia 
blanca  y materia  gris  que  adoptan  las  neuronas  en  el  Sistema Nervioso  Central  y  a  la 
adquisición de la propiedad de propagar potenciales de acción. Al igual que el proceso de 
proliferación neuronal, el proceso de diferenciación también difiere según la especie. Así, 
en  la rata, el proceso de diferenciación neuronal comienza prenatalmente y se prolonga 
hasta  la  tercera  semana  de  vida  postnatal.  En  el  hombre,  la  diferenciación  neuronal 
empieza en el período prenatal y puede durar hasta los cuatro años (Herschkowitz 1988; 
Meisami E. 1982; Timiras et al. 1982). 
En las neuronas existen unas zonas que fueron denominadas por Ramón y Cajal conos de 
crecimiento, donde  se originan  las dendritas y  los axones  (Caviness 1989; Herschkowitz 
1988).  Los  conos  de  crecimiento  actúan  como  guía  axonal,  convirtiendo  las  señales 
positivas y negativas en órdenes que determinan el trayecto y  la rapidez de crecimiento 
del  axón.  La  sensibilidad  del  cono  de  crecimiento  depende  en  gran  medida  de  sus 
filopodios.  Los  filopodios  son  estructuras del  cono de  crecimiento  ricas  en  actina, muy 
móviles y que poseen receptores para moléculas que sirven de señal de dirección al axón 
(J. Sanes 2001). En este proceso son  importantes varias proteínas, algunas de  las cuales 
son utilizadas como marcadores moleculares de la diferenciación. Es el caso de la proteína 
asociada a microtúbulos, MAP2, implicada en la elaboración de las dendritas (Schoenfeld 
and Obar 1994) y la proteína asociada al crecimiento axonal, GAP43 (Skene 1989; Skene et 
al.  1986;  Skene  and  Virag  1989)(Ver  fotomicrografías  del  Esquema  12  y  apartados 
siguientes). 
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1.1.1.4.1. El  “sustrato  permisivo”  y  factores  que  favorecen  la 
diferenciación 

 
Los conos de crecimiento necesitan de un “sustrato permisivo” que permita el avance del 
axón. Estos conos reconocen diferencias entre los sustratos existentes en las regiones en 
las que crecen y esto puede regular  la dirección y  la velocidad de su crecimiento. Se han 
identificado  numerosas  sustancias  capaces  de  favorecer  el  crecimiento  in  vitro  de  los 
axones, tales como el colágeno, la fibronectina y algunos proteoglicanos. Son de especial 
importancia  las  lamininas, componentes de  todas  las  láminas basales de  los seres vivos. 
Los  conos  de  crecimiento  poseen  una  serie  de  proteínas  (integrinas)  capaces  de 
interaccionar con  las  lamininas de  la matriz extracelular y  transmitir esta  información al 
interior de la célula (Hopker et al. 1999). 
No obstante,  la unión con el sustrato permisivo no es suficiente para que se produzca el 
desarrollo  de  las  neuronas  inmaduras.  Algunos  neuropéptidos,  como  la  somatostatina 
(Bulloch  1987; Grimm‐Jorgensen  1987),  la  colecistoquinina,  la  sustancia  P  o  el  péptido 
intestinal  vasoactivo  (o  VIP),  parecen  estar  relacionados  también,  de  una  manera 
estrecha,  con  los  fenómenos de elongación axónica y de  interconexión  celular  (Hayashi 
1992). Por otro lado, el NGF (factor de crecimiento nervioso) (Houlgatte et al. 1989; Levi‐
Montalcini 1982) y ciertos neurotransmisores, como la serotonina, la dopamina, el GABA 
o  la acetilcolina   (Barbin et al. 1993; Hamon 1989; Lipton and Kater 1989; Michler 1990; 
Spoerri  1988),  así  como  las  interacciones  con  células  gliales,  parecen  estar  implicados 
también en este proceso  (Hatten et al. 1986;  Ivins and Pittman 1989; Vernadakis 1988; 
Vernadakis  and  Mangoura  1988).  La  presencia  de  astrocitos  favorece  el  crecimiento 
neuronal (Patel and Hunt 1989), puesto que trabajos previos de nuestro grupo muestran 
que  los  astrocitos  pueden  sintetizar  ácido  oleico,  que  actúa  como  factor  axonogénico 
sobre las neuronas (Tabernero et al. 2001b). 
Los  axones  de  larga  proyección  tienden  a  crecer  juntos  en  un  fascículo  común,  cuya 
formación está favorecida por  la presencia de  la molécula de adhesión celular neuronal, 
N‐CAM (Caviness 1989). 
Además, el proceso de diferenciación neuronal parece estar favorecido por la insulina y el 
factor de  crecimiento de  la  insulina,  IGF.  La  insulina estimula  la  síntesis de proteínas  y 
aumenta  ciertas  actividades  enzimáticas,  favoreciendo  la  producción  de  neuritas  y  la 
adquisición de la capacidad para la neurotransmisión (Baskin et al. 1987). Asimismo, se ha 
sugerido que el piruvato favorece el crecimiento de  las neuronas en cultivo (Varon et al. 
1987). 
 
 

1.1.1.4.2. GAP43, proteína asociada al crecimiento axonal 
 
La proteína asociada al crecimiento axonal, GAP43, también denominada B‐50, se localiza 
fundamentalmente en los axones y sobre todo, en los conos de crecimiento. Su expresión 
es  máxima  durante  los  procesos  de  crecimiento  axonal,  tanto  durante  el  desarrollo 
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neuronal  como  en  procesos  de  regeneración  (Benowitz  and  Routtenberg  1997; 
Oestreicher et al. 1997; Skene 1989). No obstante, se ha demostrado recientemente que 
las vías que regulan la inducción de la GAP43 durante el desarrollo parecen ser diferentes 
de las que tienen lugar durante la regeneración axonal (Udvadia et al. 2001). Esta proteína 
desaparece  durante  la  vida  adulta,  quedando  confinada  en  zonas  cerebrales  de  alta 
plasticidad o en  terminales  sinápticos  relacionados  con  la  llamada potenciación a  largo 
plazo (LTP), un proceso que se supone asociado a la memoria (Benowitz and Routtenberg 
1997). 
La GAP43 se  localiza  fundamentalmente en  los axones en crecimiento y, sobre  todo, en 
los conos de crecimiento, en donde se une a la membrana mediante interacciones con la  
F‐actina,  junto a  la cual constituye  la estructura  interna de  los axones (Oestreicher et al. 
1997; Skene and Virag 1989).  
La expresión del gen de la GAP43 está muy restringida en las células neurales. El gen que 
codifica  la  GAP43  se  encuentra  localizado  en  el  cromosoma  3  en  humanos,  y  en  el 
cromosoma 6 en ratones  (Kosik et al. 1988). De  los tres exones que contiene   el gen, el 
primero contiene la región 5’ no traducible (UTR) y codifica los 10 primeros aminoácidos, 
que  comprenden el dominio de unión de  la proteína a  la membrana y  los dominios de 
activación de  las proteínas G  (G0 y Gi). La  regulación de  la actividad del promotor de  la 
GAP43 está mediada por una serie de  factores de  transcripción, miembros de  la  familia 
bHLH. Estos factores de transcripción se unen a  la caja E1,  localizada en el promotor del 
gen de  la GAP43, y modulan positiva o negativamente  la expresión de este gen. Hasta el 
momento, se han descrito seis  factores de  transcripción de esta  familia, cuatro de ellos 
represores de la transcripción (ME1a, E12, MES‐1 y MASH‐1) y dos activadores (NeuroD y 
NDRF ‐o NeuroD2‐) (Chiaramello et al. 1996; Ohtsuka et al. 1998). 
La expresión de  la GAP43 está regulada también a nivel del mRNA. El  factor NGF puede 
aumentar hasta tres veces la vida media del mRNA de la GAP43. Además, se ha propuesto 
que el aumento de la estabilidad del mRNA de la GAP43, causado por NGF, está mediado 
por la activación de la proteína kinasa C (PKC) (Perrone‐Bizzozero et al. 1993). 
La  expresión  de  la  proteína  GAP43,  tanto  en  el  Sistema  Nervioso  Central  como  en  el 
Sistema Nervioso Periférico, comienza a ser detectable en las neuronas postmitóticas, una 
vez que se han dividido y migrado a su destino final. La síntesis se produce en el cuerpo 
celular  (Kleiman  et  al.  1990;  Kleiman  et  al.  1994)  y  después  es  dirigida  al  proceso  de 
formación axonal, vía el complejo de Golgi  (Palacios et al. 1994). En el  ratón,  la GAP43 
alcanza su máxima expresión en las dos primeras semanas de vida postnatal en el Sistema 
Nervioso Central y en el día 4 de vida postnatal en el Sistema Nervioso Periferico. A partir 
de  este  momento  su  expresión  decae,  aunque  es  detectable  en  ciertas  poblaciones 
neuronales en estadios posteriores  (Benowitz and Routtenberg 1997; Oestreicher et al. 
1997).    En  la  rata  se  ha  descrito  que  el momento  de máxima  expresión  de  la GAP43 
sucede durante la primera semana postnatal (Dani et al. 1991; Velasco et al. 2003). 
La GAP43 tiene como característica estructural más señalada su extrema hidrosolubilidad, 
hecho  no habitual  en una proteína  asociada  a membranas.  Se  sintetiza  como proteína 
soluble  y  su  asociación  a  la  membrana  probablemente  está  mediada  por  la  unión 
covalente  a  ácidos  grasos.  La  corta  región  hidrofóbica  en  el  extremo  amino  terminal 
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contiene dos  residuos de  cisteína  en  las posiciones  3  y  4, que  son, probablemente  los 
sitios de acilación  con ácidos grasos  y,  consecuentemente, de unión a membrana. Esta 
región contiene un dominio activador de  la proteína G. En  la parte  intermedia existe el 
denominado  dominio  IQ,  compuesto  por  12‐15  aminoácidos  localizados  antes 
de(Benowitz  and  Routtenberg  1997)  la  serina  41,  que  constituye  el  sitio  de  unión  a 
calmodulina.  Además,  en  la  parte  intermedia  existe  un  sitio  de  fosforilación  para  la 
proteína G en la serina 41 ya mencionada que, a su vez, regula dicha unión de la proteína 
a  la  calmodulina.  En  el  extremo  carboxilo  terminal  se  localiza  un  motivo  F,  el  cual 
interacciona con los componentes del citoesqueleto (Skene and Virag 1989). 
 
 

1.1.1.4.3. MAPs, proteínas asociadas a microtúbulos 
 
El citoesqueleto es la base de la morfología celular y de la plasticidad en el tejido nervioso. 
Está constituido por tres tipos de elementos proteicos citoplasmáticos. que interaccionan 
entre  ellos  y  con  otras  estructuras  celulares.  Estos  elementos  son  los  siguientes:  los 
microfilamentos, los filamentos intermedios y los microtúbulos (Alberts B. 2004). 
Los microtúbulos  son  cilindros  largos  y  huecos,  formados  por  heterodímeros  de  α  y  β 
tubulina    (Desai  and Mitchison  1997; Mandelkow  and Mandelkow  1995). No obstante, 
además  de  la  tubulina,  existe  en  los  microtúbulos  un  grupo  muy  heterogéneo  de 
proteínas asociadas a estos polímeros, que controlan el crecimiento y  la organización de 
los  microtúbulos  (Wiche  et  al.  1991)  Entre  estas  proteínas  encontramos:  proteínas 
motoras  (kinesinas y dineínas), proteínas de ensamblaje de  los microtúbulos y proteínas 
asociadas a los microtúbulos o MAPs. 
Una de las MAPs más abundante en el cerebro de los mamíferos es, la proteína asociada a 
los  microtúbulos  2,  o  MAP2.  Esta  proteína  es  termoestable  y  tiene  varias  isoformas 
(Maccioni and Cambiazo 1995). En efecto,  la MAP2a y  la MAP2b son MAPs de alto peso 
molecular, próximo  a  300  kDa,  y  se  localizan  específicamente  en  las dendritas.  Existen 
otras dos variedades de la MAP2, con un peso molecular inferior, denominadas MAP2c y 
MAP2d  (Tucker  1990).  Las  MAP2  se  asocian  a  los  microtúbulos  para  estabilizarlos  y 
promover  su ensamblaje, aun manteniendo  sus propiedades dinámicas  (Olmsted 1986). 
De  esta  forma,  ejerce  un  importante  papel  en  el  crecimiento  de  las  dendritas  (Woolf 
1998).  Otras  funciones  descritas  para  la MAP2  se  resumen  en  su  participación  en  la 
morfogénesis neuronal, en  la dinámica del citoesqueleto, en el empaquetamiento de  los 
microtúbulos y en el transporte de orgánulos en los axones y dendritas (Johnson and Jope 
1992; Kuznetsov et al. 1980; Vallee et al. 1986). 
Todas  las  isoformas  de  la  MAP2  proceden  de  la  transcripción  de  un  único  gen.  Las 
múltiples  isoformas  expresadas  en  neuronas  son  resultado  del  corte  y  empalme 
alternativo (“alternative splicing”) de un pre‐mRNA transcrito del gen de la MAP2, que en 
la especie humana está  localizado en el cromosoma 2 y contiene 20 exones (Kalcheva et 
al.  1998;  Neve  et  al.  1986;  Shafit‐Zagardo  and  Kalcheva  1998).  El  sitio  de  inicio  de  la 
traducción se encuentra en el exón 5 y el codón de parada se localiza en el exón 19. 
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Los patrones de expresión diferencial de  las  isoformas de MAP2 y sus mRNAs durante el 
desarrollo del sistema nervioso pueden  indicar una compleja regulación de su expresión, 
tanto a nivel transcripcional o postranscripcional como traduccional (Sanchez et al 2000). 
La mayor parte de  la  información existente se centra en  la modificación postraduccional 
que  sufren  las distintas  isoformas de MAP2, una vez han  sido  sintetizadas.  La MAP2 es 
modificada  postraduccionalmente  en  las  neuronas  en  desarrollo,  por  mecanismos  de 
fosforilación  y  desfosforilación  inducidos  por  ciertas  señales  extracelulares  (Avila  et  al. 
1994a; Avila et al. 1994b). Estas modificaciones condicionan la capacidad de la MAP2 para 
unirse a  los microtúbulos y estabilizarlos. Se ha sugerido que  la asociación de  las MAPs 
con  kinasas  y  fosfatasas puede  ser  esencial para  su  anclado  al  citoesqueleto,  así  como 
para  su direccionamiento hacia  compartimentos  específicos neuronales, donde pueden 
desempeñar  funciones  específicas  (Tsunoda  et  al.  1998).  Es  necesario  un  equilibrio 
kinasas/fosfatasas  para  el  adecuado  recambio  y  dinámica  de  los  microtúbulos  y,  en 
consecuencia,  una  función  neural  satisfactoria.  Así,  una  hiperfosforilación  de  la MAP2 
causa  su  liberación de  los microtúbulos, provocando  la  retracción neurítica e  incluso  la 
muerte neuronal a  largo plazo  (Arias et al. 1998). Entre  las diversas kinasas que pueden 
fosforilar   MAP2 están  la proteína  kinasa A  (PKA),  la proteína  kinasa  II dependiente de 
calcio/calmodulina  (CAMKII),  la  proteína  kinasa  dependiente  de  calcio/fosfolípidos  y 
diacilglicéridos (PKC), y las prolina‐proteín kinasas. La desfosforilación de la MAP2 se lleva 
a cabo por diversas serina/treonina fosfatasas, tales como las PP1, 2A, 2B (calcineurina) y 
2C. Estas enzimas están muy concentradas en el cerebro y asociadas al citoesqueleto. Se 
cree  que  las  fosfatasas  juegan  un  papel  esencial  en  la  regulación  de  la  plasticidad 
neuronal y en la transmisión sináptica (Sanchez et al. 2000). 
Todas las MAP2 tienen, cerca de a la región carboxilo terminal, un conjunto de secuencias 
repetidas de 18 aminoácidos. Estas secuencias repetidas, separadas entre sí por 13 o 14 
aminoácidos,  constituyen  el  dominio  de  unión  a  la  tubulina.  Todas  las  isoformas  de  la 
MAP2  tienen,  además,  una  región  rica  en  prolina,  previa  al  dominio  de  unión  amino‐
terminal. Se piensa que la región carboxilo‐terminal de la molécula de MAP2, que incluye 
la región rica en prolina y los dominios de unión a tubulina, está fuertemente unida a los 
microtúbulos, mientras  que  el  resto  de  la molécula,  que  comprende  la  región  amino‐
terminal y el dominio central, se proyecta fuera de la superficie de los microtúbulos como 
un brazo, por lo que se denomina “dominio de proyección” (Sanchez et al. 2000). 
Las MAP2 se expresan en el sistema nervioso, siendo unas de  las más abundantes en el 
cerebro (Olmsted 1986; Schoenfeld and Obar 1994), y rara vez se expresan en los axones,  
por  lo  que  las  MAP2a  y  MAP2b  se  pueden  considerar  proteínas  específicas  de  las 
dendritas  neuronales.  Estas  isoformas  difieren  en  su  patrón  de  expresión  durante  el 
desarrollo  cerebral. En  fases embrionarias,  y hasta el día 10 de  la  vida postnatal, en  la 
rata, la principal MAP2 de alto peso molecular que se expresa en el cerebro es la MAP2b, 
que  es  la  isoforma  asociada  a  la  diferenciación  dendrítica.  La  MAP2a  aparece, 
generalmente, en etapas más  tardías del desarrollo, expresándose mayoritariamente en 
el cerebro adulto. 
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1.1.1.5. Sinaptogénesis 
 
La  mayoría  de  las  sinapsis  consisten  en  una  región  especializada  en  el  saco  axónico 
presináptico,  una  región  receptora  en  una  dendrita  postsináptica  y  una  estrecha 
hendidura  entre  ambas  regiones.  Cuantitativamente  hablando,  la  sinaptogénesis  es  un 
proceso  tardío de  la diferenciación neuronal,  si bien algunas  sinapsis aparecen durante 
fases más tempranas (Caviness 1989; de la Torre‐Ubieta and Bonni 2011). 
Entre los factores que pueden estimular la sinaptogénesis se encuentra la serotonina. En 
este  sentido,  se  ha  observado  que  algunos  neurotransmisores,  como  el  GABA  y  la 
serotonina, aumentan el desarrollo de neuropilos y de las sinapsis en neuronas en cultivo 
(Hamon 1989; Madtes and Redburn 1983; Reisert et al. 1989). Asimismo, conviene señalar 
que durante el establecimiento de sinapsis se produce un incremento en el metabolismo 
oxidativo cerebral y aumenta la síntesis de fosfolípidos y colesterol (Bayer 1985; Meisami 
E. 1982). Se  cree que en  la  sinapsis existe una  transferencia bidireccional de  sustancias 
esenciales para la supervivencia y el normal funcionamiento de las células presinápticas y 
postsinápticas,  como  por  ejemplo  el  NGF  (Cowan  1987).   El  colesterol  juega, 
aparentemente, un papel clave en  la sinaptogénesis. Durante este proceso, en el que se 
requieren  cantidades  elevadas  de  colesterol,  su  síntesis  disminuye  en  las  neuronas 
(Poirier  1994).  Sin  embargo,  las  células  gliales  sintetizan  y  aportan  a  las  neuronas  el 
colesterol  que  éstas  necesitan.  La  disponibilidad  de  colesterol  parece  ser  el  factor 
limitante para el desarrollo de las sinapsis maduras, lo cual explica el retraso del Sistema 
Nervioso  Central  en  la  producción  de  sinapsis,  a  la  espera  de  que  se  produzca  la 
diferenciación de  la glía,   conjuntamente con  los efectos patológicos que se manifiestan 
por alteraciones en la homeostasis del colesterol o las lipoproteínas (Mauch et al. 2001). 
 
 
1.1.1.6. Muerte neuronal 

 
Kerr  y  sus  colaboradores  (Kerr  et  al.  1972)  describieron  dos  tipos,  ahora  clásicos,  de 
muerte  celular: necrosis  y  apoptosis.  La necrosis  se produce  como  consecuencia de un 
trauma, de una isquemia o por acción de una sustancia tóxica. La muerte por apoptosis es 
una muerte programada por la propia célula, mediante un proceso activo que requiere la 
introducción de la maquinaria enzimática necesaria con el consiguiente gasto energético. 
Este proceso es frecuente durante el desarrollo. Cuando las células mueren por apoptosis 
se producen una serie de cambios en su morfología, como la disminución del tamaño de 
la  célula,  la  condensación  de  la  cromatina,  la  fragmentación  del DNA  y,  por  último,  la 
fagocitosis  de  los  restos  celulares.  Existen  algunos  marcadores  moleculares  que  nos 
indican  el  avance  en  el  proceso  apoptótico  y  permiten  su  estudio molecular  (desde  la 
externalización de la fosfatidilserina en las etapas tempranas, a los acúmulos del material 
genético y extremos rotos del DNA en estadios más tardíos). 
Durante  el  desarrollo  del  Sistema  Nervioso  Central  se  genera  un  gran  número  de 
neuronas, de  las que  apenas  la mitad  llegará  a  sobrevivir. Esta pérdida  tan elevada de 
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neuronas es  común a  todos  los vertebrados y parece  ser un mecanismo de adaptación 
durante  el  desarrollo  del  sistema  nervioso  (Oppenheim  1991).  La  explicación  de  este 
fenómeno la dieron Hamburger y Levi‐Montalcini en su “hipótesis del factor neurotrófico” 
(Hamburger and Levi‐Montalcini 1949). Esta hipótesis propone que la supervivencia de las 
neuronas en desarrollo depende de una  serie  factores neurotróficos  secretados por  las 
células  diana  a  las  que  las  neuronas  van  a  inervar.  Los  factores  neurotróficos,  que  se 
encuentran en cantidades limitadas, determinan que aquellas neuronas que sean capaces 
de captarlos serán  las que van a   sobrevivir, mientras que el resto morirá por apoptosis 
(Hamburger  and  Levi‐Montalcini  1949).  Esta  hipótesis  se  vio  reforzada  por  el 
descubrimiento, años más tarde, del NGF, factor regulador de la apoptosis (Cohen 1960), 
e indica un mecanismo de refinamiento de las vías de interconexión neuronal. 
 
 

1.2.  Ácidos grasos y Sistema Nervioso Central 
 
En  el  cerebro,  los  ácidos  grasos  son  un  componente  estructural mayoritario  y  pueden 
encontrarse niveles elevados de los mismos, tanto en la membrana neuronal, como en la 
vaina de mielina. Se estima que el 50 % de la membrana neuronal se compone de ácidos 
grasos que forman parte de  los fosfolípidos (Bourre et al. 1992; Rapoport 2005; Zerouga 
et  al.  1991). A  pH  fisiológico,  el  límite  de  solubilidad  en  solución  acuosa  de  los  ácidos 
grasos de cadena larga, palmítico y oleico, es sólo de 4‐6 µM (Richieri and Kleinfeld 1995). 
Este hecho hace necesaria la interacción o unión con algunas proteínas que faciliten tanto 
su solución y su trasporte en el suero, como su translocación a través de  las membranas 
celulares  y  su  disponibilidad  tanto  a  nivel  extracelular  como  intracelular.  De  manera 
genérica, estas proteínas de unión, transferencia o intercambio de lípidos están presentes 
en fluidos intra‐ y extracelulares de todos los organismos. Juegan un papel importante en 
el  transporte  y  direccionamiento  de  los  lípidos  en  la  célula  o  el  plasma,  pero  también 
pueden  interaccionar directa o  indirectamente, por modulación de  la  concentración de 
ligando libre, en varios procesos celulares. Durante el desarrollo, las células deben migrar, 
extender  sus  neuritas  y  formar  contactos  sinápticos,  etc.  En  concordancia  con  estos 
niveles  de  diferenciación,  las  membranas  celulares  deben  convertirse  en  estructuras 
especializadas  en  la  neurotransmisión,  en  el  transporte  de  solutos  y  ser  capaces  de 
interaccionar con otros tipos celulares, entre ellos  las células gliales. Esta especialización 
de  las  membranas  se  encuentra  relacionada  no  sólo  con  la  síntesis  y  transporte  de 
proteínas, sino también con el desarrollo de una composición lipídica particular (Sellner et 
al. 1995). 
Los mecanismos por los que los ácidos grasos atraviesan la membrana plasmática han sido 
un punto de controversia durante mucho tiempo. Hasta no hace mucho, se pensaba que 
los ácidos grasos atravesaban pasivamente  las membranas de  las  células y por difusión 
simple  llegaban  a  los  orgánulos  donde  se  almacenaban  y/o  metabolizaban.  Hay  dos 
mecanismos  de  translocación  de  ácidos  grasos  a  través  de  las membranas:  la  simple 
difusión y la translocación mediada por proteínas. Los ácidos grasos unidos a la albúmina, 
la  principal  proteína  transportadora  en  el  plasma,  pueden  pasar  hasta  la  célula  por 
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difusión  simple  a  través  de  la membrana  plasmática  (Hamilton  and  Kamp  1999)  o  por 
mediación  de  proteínas  específicas  de membrana,  tales  como  la  proteína  de  unión  a 
ácidos grasos de  la membrana plasmática, una translocasa de 43 KDa (Schaffer 2002), el 
transportador de ácidos grasos (FAT) (Abumrad et al. 1999), o  la albúmina y  la megalina 
(Bento‐Abreu et al. 2008; Zhai et al. 2000), entre otras (Ver Esquema 13). 
  

 
 

 
1.2.1.  Proteínas transportadoras de ácidos grasos 

 
Las  proteínas  y  moléculas  que  se  unen  a  los  lípidos  pertenecen  a  varias  familias  de 
proteínas  no  relacionadas  entre  ellas.  En  algunos  casos  se  habla  de  FABPs  (nombre 

IN
TR

O
D

U
C

C
IÓ

N 



 

31 

referido a su función: “fatty acid binding proteíns”) para referirse, de una manera general, 
tanto  a  proteínas  que  unen  lípidos  a  nivel  intracelular  (FABPC),  como  a  proteínas 
translocadoras  asociadas  a  la membrana  plasmática  (FABPPM)  (Chmurzynska  2006).  Sin 
embargo,  esta  denominación  no  es  totalmente  correcta  y  el  término  FABPs  suele 
utilizarse  únicamente  para  una  familia  de  proteínas  citoplasmáticas  de  bajo  peso 
molecular,  encargadas  de  la  unión  y  el  transporte  intracelular  de  lípidos    (Cowen  and 
Heydrick  1972;  Ockner  et  al.  1972).  Veerkamp  y Maatman  (Veerkamp  and Maatman 
1995a) establecieron una clasificación en tres grandes grupos, para referirse a las familias 
de proteínas de unión y transporte de lípidos no unidas a membranas (Ver Tabla 1.1), en 
la que  se  aprecia  cómo  las  FABPs  son, propiamente, un  subgrupo dentro una de estas 
categorías. 
En  los  apartados  siguientes  ampliaremos  algunas  de  las  características  de  dos  de  las 
proteínas o familias de proteínas: la albúmina (grupo I) y las FABPs (grupo III). 
 
 

 
 
1.2.1.1. Albúmina 

 
La albúmina es la proteína más abundante del suero y representa cerca del 60 % del total 
de las proteínas plasmáticas. Su vida media en circulación es de 20 días y su concentración 
se sitúa en torno a 0,6 mmol/L. Tiene un peso molecular de 65‐67 kDa. Está formada por 
585  aminoácidos,  no  posee  restos  glucídicos  y  tiene  carga  negativa  neta  en  el  plasma 
sanguíneo  (a  pH  7,4).  La  albúmina  se  produce  en  el  hígado,  sintetizada  como  pre‐
proalbúmina,  sufriendo  dos  cortes  consecutivos,  en  el  retículo  endoplasmático  y  en  el 
Golgi, respectivamente, y se secreta directamente a circulación. La síntesis de la albúmina 
se encuentra regulada por su propia concentración plasmática y, además, por  la  ingesta 
de  alimentos  (Gekle  2005).  Los  papeles  fisiológicos  de  la  albúmina  incluyen  el 
mantenimiento  de  la  presión  oncótica  (la  albúmina  proporciona  el  80 %  de  la  presión 

TABLA 1.1. Características de las tres grandes superfamilias de proteínas de 
unión a lípidos (Modificada de Veerkamp &  Maatman, 1995). 

I  II (Lipocalinas)  III 

Albúmina 
β‐lactoglobulina, 

Prot. unión retinol sérico, 
Prot. unión a la bilina 

FABPs (7 tipos) 

α‐Fetoproteína 
α‐Microglobulina 
Apolipoproteína D 

CRBPs (2 tipos) 

Proteína de unión  
a Vitamina D 

αU2‐Globulina  CRABPs (2 tipos) 

50‐70 kDa 
Doble Bucle ("loops") 

Extracelular 

18‐20 kDa 
Barril β de 8 láminas 

Extracelular 

12‐15 kDa 
Barril β ‐β‐clamp‐ de 10 

láminas  
Intracelular 
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oncótica  plasmática),  y  el  transporte  de  pequeñas moléculas,  tales  como  el  calcio,  la 
bilirrubina no conjugada, los ácidos grasos libres, el cortisol y la tiroxina. 
 
 
 

1.2.1.1.1. Estructura y unión a ligandos 
 
La estructura primaria de la albúmina, compuesta por 585 aminoácidos, presenta escasos 
residuos de triptófano y metionina, pero abundantes residuos polares, como  la  lisina,  la 
arginina y los ácidos glutámico y aspártico.  
La  estructura  terciaria  de  la  proteína  en  circulación  muestra  una  serie  de  α‐hélices, 
estabilizadas con 17 puentes disulfuro. Dicha disposición crea varios subdominios de tres 
α‐hélices continuas en paralelo, de forma que un par de subdominios enfrentados entre sí 
dan lugar a un dominio cilíndrico.  
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La estructura tridimensional de la albúmina fue determinada cristalográficamente por He 
y Carter en 1993  (He and Carter 1992), quienes describieron  tres dominios homólogos, 
que se unen para dar lugar al plegamiento con forma de corazón, aunque en solución, la 
conformación cambia  ligeramente, tomando un patrón elipsoidal, que  le confiere menor 
viscosidad (véase Esquema 14. A y B). 
La función principal de la albúmina es la unión y transporte de ligandos, tanto endógenos 
como exógenos. Esto  se debe, en gran parte, a  la gran  flexibilidad de  la albúmina, que 
puede  cambiar  su  conformación  con  facilidad.  Al menos  posee  siete  sitios  de  unión  a 
ácidos grasos (véase Esquema 15. C), variando la afinidad de los mismos según se trate de 
ácidos  grasos  de  cadena  larga  o  de  cadena  corta  o media.  En  condiciones  fisiológicas 
normales, entre 0,1 y 2 moles de ácido graso se unen a la albúmina, pero la razón molar 
ácido  graso/albúmina  puede  alcanzar  proporciones  de  6:1,  o  incluso  superiores  en  la 
vasculatura  periférica  en  condiciones  de  ejercicio  intenso  o  en  condiciones  patológicas 
como  la  diabetes,  o  trastornos  hepáticos  o  cardiovasculares  (Brodersen  et  al.  1990; 
Spector 1986). 
La albúmina humana posee siete sitios de unión a ácidos grasos de cadena  larga, tres de 
los  cuales  presentan  alta  afinidad  por  el  ácido  oleico,  y  once  sitios  de  unión  a  ácidos 
grasos de cadena media (Bhattacharya et al. 2000). De  los siete sitios de unión comunes 
para  la  mayoría  de  ácidos  grasos,  cinco  poseen  cadenas  laterales  básicas  que 
interaccionan con el grupo carboxilo del ácido unido, y son candidatos para ser sitios de 
alta afinidad. Las principales regiones de unión a  ligandos de  la albúmina se  localizan en 
cavidades hidrofóbicas en los subdominios IIA y IIIA, que muestran gran similitud. Estudios 
recientes  proponen  la  existencia  de  regiones  en  la molécula  de  albúmina  totalmente 
inaccesibles al agua (Grdadolnik and Marechal 2005). 
Dos  sitios  de  alta  afinidad  por  ácidos  grasos  se  localizan  en  el  dominio  II  y  un  tercero 
reside en un  fragmento que abarca  regiones de  los  subdominios  IA‐IB‐IIA  (Brown et al. 
1982; Tonsgard and Meredith 1991). La unión ácido graso‐albúmina se produce a través 
del anión del ácido graso (Fletcher and Spector 1977). La unión depende de dos factores: 
es directamente proporcional a  la relación molar ácido graso/albúmina, y depende de  la 
estructura de  la cadena hidrocarbonada del ácido graso. Esto quiere decir que para una 
misma razón molar ácido graso/albúmina, la fuerza de unión aumenta con la longitud de 
la  cadena hidrocarbonada,  y   para una misma  longitud,  la  inserción de un único doble 
enlace  en  disposición  cis  aumenta  la  fuerza  de  unión. No  obstante,  la  inserción  de  un 
segundo doble enlace reduce  la fuerza de unión con respecto a su equivalente saturado. 
Por este motivo, el ácido graso fisiológico con mayor afinidad por la albúmina parece ser 
el ácido oleico (Curry et al. 1999). 
La mayoría de  los ácidos grasos  captados por  las  células, que  forman  complejos  con  la 
albúmina, se esterifican y se  incorporan a  la célula en  forma de  fosfolípidos, ésteres de 
colesterol, glicoesfingolípidos o bien se oxidan como  fuente de energía. Las membranas 
plasmáticas mantienen, aproximadamente, una proporción 1:1 de ácidos grasos saturados 
e  insaturados.  Las  alteraciones  en  esta  relación  producen  cambios  en  la  fluidez  de  la 
membrana, lo cual altera su funcionalidad (Gurr M.I. 2002). 
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1.2.1.1.2. La albúmina en el Sistema Nervioso Central 
 
La  albúmina  no  está  presente  en  el  cerebro  en  condiciones  normales,  a  pesar  de  su 
importante  presencia  en  el  plasma  sanguíneo.  No  obstante,  durante  el  desarrollo,  en 
condiciones de hipoxia, o tras  la ruptura de  la barrera hematoencefálica,  la albúmina se 
acumula en el cerebro (Dobbing and Sands 1979; Tabernero et al. 1999). 
 

 
 
El  cerebro del neonato, al  contrario que el del adulto,  capta específicamente albúmina 
sérica durante el período postnatal, coincidiendo con  la etapa de máximo desarrollo (en 
especies “no‐precoces”). Se ha descrito la presencia de altas concentraciones de albúmina 
en el cerebro y  líquido cefalorraquídeo (CSF) durante  los primeros días de vida postnatal 
(Dziegielewska  et  al.  1981b;  Mollgard  et  al.  1984;  Trojan  and  Uriel  1979).  Tanto  las 
neuronas (Fishman et al. 1990; Granda et al. 2003) como los astrocitos en cultivo (Juurlink 
and Devon 1990; Tabernero et al. 1999) son capaces de captar albúmina de forma activa.  
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La presencia de albúmina en el cerebro se debe a la existencia de un mecanismo según el 
cual  la albúmina es transferida de  la sangre al cerebro y al  líquido cefalorraquídeo (CSF), 
indicando  la  existencia  de  un  receptor  específico  para  la  albúmina  en  los  capilares 
sanguíneos, que se expresa sólo durante el desarrollo cerebral. 
En  experimentos  realizados  anteriormente  en  nuestro  laboratorio  se  observó  que  la 
albúmina  era  internalizada mediante  estructuras  vesiculares mediadas  por  un  receptor 
glicoproteico  (Tabernero  et  al.  2002a;  Tabernero  et  al.  2002c).  Posteriormente  se 
describió que el receptor glicoproteico del que se trataba era la megalina (Bento‐Abreu et 
al. 2008) y que la internalización de la albúmina en los astrocitos se producía mediante un 
proceso de endocitosis mediada por caveolas (Bento‐Abreu et al. 2009). 
La  albúmina  tiene  un  papel  regulador  de  la  proliferación  en  astrocitos  y  controla  los 
niveles  intracelulares  de  calcio  (Nadal  et  al.  1995).  También  se  ha  observado  que  la 
albúmina, en ausencia de factores neurotróficos exógenos, es capaz de  inhibir  in vitro  la 
muerte  por  apoptosis,  en  un  proceso  mediado  por  el  glutamato,  permitiendo  a  las 
neuronas en  cultivo mantener  su programa de diferenciación  (Tabernero et  al. 2002a). 
Además,  parece  regular  el metabolismo  de  las  células  cerebrales  (Tildon  et  al.  1993; 
Vicario and Medina 1992).  
 
 
1.2.1.2. Proteínas de unión a ácidos grasos, FABPs 

 
Las FABPs (de “fatty acid binding proteins”), son una superfamilia de proteínas pequeñas 
(14‐15  kDa),  citosólicas, de  carácter no  enzimático,  emparentadas  con  las proteínas de 
unión  al  retinol  celular  (CRBPs)  y  de  unión  al  ácido  retionoico  (CRABPs)  (Hohoff  et  al. 
1999; Simpson et al. 1999; Veerkamp and Maatman 1995a). 
Se han identificado nueve tipos de FABPs, nombradas de acuerdo al primer tejido donde 
fueron  identificadas o aisladas por primera vez, aunque  también  se  les ha otorgado un 
número, que es  la nomenclatura que utilizaremos en este  trabajo. Algunas  formas  son 
bastante generales, casi ubicuas en su distribución tisular, como por ejemplo las FABP3 y 
FABP5; otras son más específicas de un tipo de tejido (mielina, adipocito y testículo) y, en 
otros casos, un mismo tejido contiene más de un tipo de FABPs, distribuidas según el tipo 
celular, en los tejidos de riñón, cerebro o estómago y pueden coincidir varios tipos en una 
misma  célula  (Veerkamp  1995;  Veerkamp  and  Maatman  1995a)  (Véase  la  Tabla  1.2, 
donde se encuentra un resumen de la distribución general de los tipos de FABPs). 
Los  análisis  filogenéticos  sugieren  la  existencia  de  un  gen  ancestral  común  para  la 
superfamilia  de  genes  de  las  proteínas  de  unión  a  lípidos  intracelulares,  habiéndose 
generado  todos  los  genes de  cada una de  ellas por duplicaciones durante  la  evolución 
(Schaap  et  al.  2002).  La  estructura  génica  básica  de  todas  las  FABPs  se  ha  conservado 
entre todos  los miembros de  la familia, aunque cada una procede de un gen diferente y 
los genes que codifican las FABPs se encuentran dispersos en el genoma. La estructura de 
los mismos consiste en cuatro exones separados por tres  intrones (Bernlohr et al. 1997; 
Hayasaka et  al. 1993; Hertzel and Bernlohr 2000; Hohoff et al. 1999; Hunt et al. 1986; 
Pravenec  et  al.  1997;  Sweetser  et  al.  1987;  Sweetser  et  al.  1986;  Treuner  et  al.  1994; 
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Veerkamp and Maatman 1995a). Los exones son  relativamente cortos;   el más corto, el 
cuarto, codifica 16‐17 aminoácidos, mientras que el más largo, el segundo, codifica casi 60 
aminoácidos  (Zimmerman  and  Veerkamp  2002).  La  longitud  no  es  similar  entre 
homólogos. Los genes de las FABPs contienen la caja TATA canónica, localizada alrededor 
de 23‐30 nucleótidos hacia el extremo 5’ desde la región codificadora –“upstream”‐ (Hunt 
et al. 1986; Kurtz et al. 1994; Sweetser et al. 1987). Mediante estudios por deleción, en la 
región 5’ del promotor se han encontrado dos elementos reguladores, uno positivo y otro 
negativo, con diferente margen de  lectura. El elemento regulador positivo contiene una 
secuencia consenso de unión a la proteína activadora (AP‐1), la cual es activada por trans‐
activación de las proteínas fos y jun (Veerkamp and Maatman 1995a).  
 
 
 
TABLA 1.2. Distribución de las formas de las FABPs en los 
diferentes tejidos (Modificada de Veerkamp & Maatman, 1995). 
 

Tipo de FABP 
(nomenclatura _Z

proteína) 
Número  Tejido 

Hepática  FABP1  Hígado, intestino, estómago, riñones, páncreas 

Intestinal  FABP2  Intestino, estómago 

Corazón, muscular  FABP3 
Corazón, riñón, músculo esquelético, aorta, pulmón, 
glándulas mamarias, placenta, cerebro, testículo, 

ovario, glándulas adrenales, estómago 
Adipocito (Adipocite)‐

aP2 
FABP4  Tejido adiposo 

Epidérmica 
(Epidermal)‐
keratinocyte 

FABP5 
Piel, endotelio capilar, cerebro, testículo, retina, 

adipocito, riñón 

Íleon (Illeal)‐ILBP, 
gastrotopina 

FABP6  Íleon, ovario, glándulas adrenales, estómago 

Cerebral (Brain)‐BLBP  FABP7  Cerebro y bulbo olfatorio, retina 
Mielina (Myelin)‐

myelin‐P2 
FABP8  Sistema Nervioso Periférico 

Testicular (Testicular)‐
PERF15 

FABP9  Testículo 

La presencia de un tipo de FABP en un tejido no significa o  indica que su distribución 
sea extensiva a todos los tipos celulares en ese tejido. 
El tipo de FABP puede estar  limitado específicamente a un tipo celular o puede estar 
presente sólo en determinadas etapas del desarrollo o del tiempo. 
En morado  se  indican  las  tres  formas  que  están  presentes  en  el  Sistema  Nervioso 
Central. 
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La estructura proteica de las FABPs se ha estudiado mediante difracción de rayos X. Los  
miembros  de  la  familia  poseen  una  semejanza moderada  con  respecto  a  la  estructura 
primaria, aunque son muy semejantes en lo que respecta a su estructura terciaria, siendo 
el barril β un motivo estructural básico común a todas ellas (Banaszak et al. 1994; Reese‐
Wagoner et al. 1999; Thompson et al. 1999). 
Estas  proteínas  contienen  entre  126  y  137  aminoácidos,  aproximadamente,  y  difieren 
marcadamente  en  su  composición  aminoacídica  (identidad  20‐70%)  (Veerkamp  and 
Maatman 1995b; Veerkamp et al. 1999). Las CRBPs y CRABPs muestran una similitud de 
entre 20 y 45 % con el resto de las FABPs. La comparación de las secuencias de diferentes 
FABPs muestra una amplia variación en la estructura primaria. En relación a ella, las FABPs 
pueden  dividirse  en  tres  grupos:  (i)  el  primero,  que  agrupa  a  las  FABP1  y  FABP6,  son 
proteínas capaces de unir ácidos grasos y otros  ligandos de mayor  tamaño,  como  sales 
biliares, colesterol y derivados del grupo hemo; (ii) el segundo, compuesto por las FABP3, 
FABP5 y FABP7, que además son las tres formas presentes en el cerebro, son capaces de 
unir ácidos grasos y adicionalmente retinoides y eicosanoides (Schaap et al. 2002); y (iii) 
compuesto únicamente por  la  FABP2, que únicamente une  ácidos  grasos, pero  en una 
conformación diferente al resto de  las FABPs  (conformación doblada, en  lugar de  forma 
de U) (Sacchettini et al. 1988).  
Todas  las FABPs unen una única molécula de ácido graso, con  la excepción de  la  forma 
FABP1, que puede unir dos, y la FABP6, la cual tiene baja afinidad por los ácidos grasos y 
une preferentemente ácidos biliares. 
La estructura terciaria, como ya se ha  indicado, está bastante conservada. Está  formada 
por diez cadenas β antiparalelas, con una longitud de 4‐10 aminoácidos, que forman entre 
ellos una  red de puentes de hidrógeno. Además, posee dos α‐hélices cortas,  localizadas 
entre  la  primera  y  la  segunda  cadena  β.  Las  cadenas  β  forman  dos  planos  de  cinco 
cadenas cada uno, o láminas β, organizadas en forma de barril llamado barril β (β‐clamp). 
Un motivo hélice‐giro‐hélice de alrededor de 20 aminoácidos, formado entre las cadenas 
β A y B, actúa cerrando la estructura (Banaszak et al. 1994; Bleck et al. 1998; Cistola et al. 
1989;  Hodsdon  and  Cistola  1997;  Hodsdon  et  al.  1995).  La  estructura  de  barril  β  les 
confiere  una  gran  estabilidad,  de  forma  que  pequeñas  modificaciones  químicas  o  la 
mutagénesis puntual no cambian el plegamiento de la proteína (Ver Esquema 16). 
En relación a la unión a los ligandos, la arquitectura del barril β permite la creación de una 
cavidad central capaz de acoger al  ligando o ácido graso,  la cual puede cerrarse con  las 
dos α‐hélices. El ácido graso queda unido mediante una interacción iónica entre su grupo 
carboxilo y alguno de  los restos, bien una tirosina o una arginina, de  la proteína, que se 
estabiliza por  la formación de puentes de hidrógeno (Jakoby et al. 1993; Xu et al. 1993).  
En la unión al ligando también importa la carga superficial de cada una de las proteínas, y 
ésta  varía  con  cada  forma  de  las  FABPs;    así,  el  punto  isoeléctrico  de  la  FABP3  está 
alrededor de 5,0, el de las FABP1 y FABP5 de 6,0, y el de las FABP4 y FABP9, básicas, entre 
7,6‐9,0. 
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1.2.1.2.1. Tipos de FABPs presentes en el Sistema Nervioso Central 
 
Se han descrito, hasta  la fecha, cuatro tipos de FABPs en el Sistema Nervioso: FABP8,  la 
forma mielínica,  también  llamada  P2,  en  el  Sistema  Nervioso  Periférico,  que  tiene  un 
papel  activo  en  la  elongación  y  transporte  de  ácidos  grasos  durante  el  proceso  de 
mielinación, y FABP3, FABP5 y FABP7 en el Sistema Nervioso Central (Eylar et al. 1980a; 
Eylar et al. 1980b; Narayanan et al. 1991; Owada et al. 1996a; Owada et al. 1996b; Trapp 
et al. 1984). 
La presencia en el cerebro fue descubierta por primera vez por Bass y sus colaboradores 
(Bass  et  al.  1984),  que  observaron  la  estimulación  de  dichas  proteínas  en  la  captación 
sinaptosómica de aminoácidos dependiente de Na+. Posteriormente, fue aislada una FABP 
citosólica en el cerebro de  rata  (Senjo et al. 1985) y se demostró  la presencia de varias 
FABPs homólogas en cerebro bovino, muy relacionadas con  la FABP3  (Schoentgen et al. 
1989). La clonación génica sirvió para la identificación de FABP7, más conocida como BLBP 
(Bennett et al. 1994; De Leon et al. 1996; Feng et al. 1994; Liu et al. 1997; Schoentgen et 
al.  1989).  La  forma  epidérmica,  FABP5  (también  llamada  E‐FABP,  o  FABP  de 
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kerationocitos,  de  la  piel,  o  incluso  asociada  a  psoriasis  humana),  fue  encontrada 
originalmente  en  el  ganglio  de  la  raíz  dorsal  de  rata,  después  de  daño  periférico, 
denominándose DA11 (De Leon et al. 1996; Liu et al. 1997) y, posteriormente, se observó 
también en células endoteliales de la microvasculatura (Masouye et al. 1997)(Masouye et 
al. 1997).  Los genes de  las  tres FABPs presentes en el  cerebro muestran una expresión 
espacio  temporal diferenciada durante el desarrollo y el cerebro adulto  (Liu et al. 2000; 
Owada et al. 1996b).  
Su  estructura  primaria  tiene  dos  triptófanos  equivalentes,  un  número  diferente  de 
cisteínas y, en los cuatro tipos, la unión del ácido graso en la cavidad es a través del grupo 
carboxilo con una tríada de aminoácidos: dos restos de arginina y una tirosina. La cadena 
del ácido graso se aplana contra la pared de la cavidad y se une en forma de U (Bernlohr 
et al. 1997; Hohoff et al. 1999; Zanotti 1999) (Ver en la página anterior Esquema 16). 
 

1.2.1.2.1.1. FABP3 (H‐FABP) 
 
La expresión de FABP3  se hace evidente en el cerebro de  rata después del nacimiento, 
con un  incremento gradual y  confinado a  la  sustancia gris,  sugiriendo que  su mRNA es 
específico de neuronas diferenciadas (Owada 2008; Owada et al. 1996a). Por el contrario, 
estudios de hibridación in situ no detectaron niveles significativos del mRNA en el cerebro 
de embriones de roedores  (Owada et al. 1996b). Los niveles de  la proteína en roedores 
son detectables a partir del día E19, después del cual se incrementan hasta, al menos, el 
día P14 postnatal, disminuyendo en el  cerebro adulto  (Sellner et al. 1995). En  la etapa 
adulta,  la  expresión  de  FABP3  se  detecta  en  la  capa mitral  del  bulbo  olfatorio,  en  el 
neocórtex cerebral (capas II‐VI), y en las capas neuronales del hipocampo. En el cerebelo, 
la expresión del mRNA de FABP3 se hace evidente en las células de Purkinje, al igual que 
en  las  células granulares. No  se ha detectado ni en  la materia blanca, ni en  las  células 
ependimiarias o  gliales que delimitan  la  superficie externa del  cerebro de  rata  (Owada 
2008; Owada et al. 2004)). Estos datos  sugieren  la participación en  la  formación de  las 
neuritas y la maduración de las sinapsis. 
 
 

1.2.1.2.1.2. FABP5 (E‐FABP) 
 
La FABP5 predomina en el cerebro de rata y ratón en estadios prenatales y perinatales. La 
expresión de mRNA y proteína de FABP5 alcanza niveles altos durante la neurogénesis, la 
migración neuronal y la diferenciación terminal de las neuronas (Liu et al. 2000; Liu et al. 
1997). La expresión es evidente,  tanto en  la zona germinal ventricular, como en  la capa 
celular granular externa del cerebelo, lo que sugiere que esta proteína está ligada al linaje 
neuronal. No se distingue en la materia blanca, a diferencia de la FABP7, hasta las etapas 
postnatales tempranas (Owada et al. 1996a). La expresión disminuye, manteniéndose en 
unos niveles bajos en el cerebro adulto (Liu et al. 1997). Parece ser que gran parte de  la 
materia gris del cerebro en etapas postnatales mantiene niveles moderados o débiles de 
mRNA de FABP5, siendo evidente su expresión en el córtex cerebral y en el hipocampo 
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(Liu et al. 2000; Owada et al. 2006; Owada et al. 1996b). Su expresión está confinada en 
determinados nichos con células en estadios tempranos del desarrollo, similares a los de 
los progenitores neuronales, aún  cuando  sea en  cerebros en adulto. El  ratón knock‐out 
mostró un fenotipo normal en adulto y una compensación por FABP3 (Owada et al. 2002). 
 

1.2.1.2.1.3. FABP7 (B‐FABP) 
 
La  expresión  de  los  mRNA  de  FABP7,  al  igual  que  en  el  caso  de  los  de  FABP5,  es 
predominante en  las etapas prenatal y perinatal en el cerebro de rata y ratón (Liu et al. 
2000;  Liu  et  al.  1997;  Owada  et  al  1996a).  Esta  proteína  se  expresa  primero  en  los 
precursores de las células neuroepiteliales del cerebro en desarrollo y después se localiza, 
de una manera restringida, en células gliales radiales y en astrocitos  inmaduros (Feng et 
al. 1994; Kurtz et al 1994). La expresión en  las células gliales persiste, únicamente, en  la 
fibra del nervio olfatorio. Así mismo, también se expresa en la retina fetal humana y en los 
gliomas malignos  (Godbout et al. 1998). El mRNA de FABP7,  como  se ha  indicado, está 
presente de una forma muy abundante en la glía radial, células progenitoras neurales, en 
la zona ventricular y en  la zona subventricular, donde  la neurogénesis es prominente. En 
los estadios neonatales, la expresión en zonas germinales permanece de manera intensa y 
hay células positivas tanto en la materia gris como la blanca. El descenso en la presencia 
de mRNA se registra por  igual en todo el cerebro, pero permanece aún en  las células de 
Schwann  del  nervio  olfatorio,  la  glía  radial  del  giro  dentado  y  las  células  gliales  de 
Bergmann (Owada 2008). En la etapa postnatal se ha detectado FABP7 en astrocitos de la 
materia blanca y glía radial (Owada 2008)(Owada 2008). Es utilizado habitualmente como 
marcador de glía radial o progenitores en estadios tempranos. 
 
 

1.2.2. El ácido oleico en el sistema nervioso 
 
1.2.2.1. Características generales 

   
El ácido oleico (C18H34O2),   o ácido cis‐9‐octadecenoico según  la  IUPAC, es un ácido graso 
formado por 18 átomos de carbono y un doble enlace en disposición cis en el carbono 9 
(18:1,  cΔ9).  Es  soluble  en metanol  y  disolventes  orgánicos  pero  no  lo  es  en  agua  ni 
disoluciones acuosas por  sí  solo. Es uno de  los ácidos grasos monoinsaturados  con una 
mayor presencia en  la naturaleza. El doble enlace en esta disposición es suficiente para 
incrementar la fluidez de las membranas biológicas de forma considerable. 
 
 
1.2.2.2. Biosíntesis, localización 

 
La  síntesis  de  ácido  oleico  es  inducida  en  los  astrocitos  por  la  albúmina,  una  proteína 
sérica  de  la  que  ya  se  ha  hablado  en  apartados  anteriores,  y  que  está  presente  en  el 
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cerebro en condiciones fisiológicas, exclusivamente durante el desarrollo (Tabernero et al. 
2002b). Se ha demostrado que, en astrocitos,  la albúmina aumenta  la  síntesis de ácido 
oleico, a partir de  lactato, glucosa y 3‐hidroxibutirato, de una  forma dosis‐dependiente 
(Tabernero et al. 2001b). 
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La  primera  reacción  de  la  síntesis  de  ácidos  grasos  tiene  lugar  en  el  citosol,  es 
dependiente de ATP y está  catalizada por  la acetil‐CoA  carboxilasa  (EC 6.4.1.2), enzima 
con una alta actividad durante el periodo  neonatal temprano, con un máximo en el sexto 
día  postnatal  (P6)  y  cuya  expresión  disminuye  desde  el  día  20  postnatal  (P20)  en  rata 
(Carey E.M. 1982). A continuación, mediante una serie de condensaciones y reducciones, 
el complejo multienzimático ácido graso sintasa (AGS) cataliza la síntesis de una molécula 
de  ácido  palmítico  (palmitoil‐CoA)  a  partir  de  una molécula  de  acetil‐CoA  y  siete  de 
malonil‐CoA con gasto de 14 NADPH(H+). El complejo AGS es un complejo multienzimático 
cuyas  reacciones  son  comunes  en  todos  los  organismos,  y  presenta  una  organización 
variable. La actividad de esta enzima es elevada en  la corteza cerebral durante  la última 
etapa  de  gestación  en  la  rata  y  disminuye  a  partir  del  día  P5  de  vida  postnatal.  En  el 
retículo endoplasmático se cataliza la elongación del ácido palmítico para formar estearil‐
CoA, de 18 atomos de carbono. Palmitil‐CoA y estearil‐CoA sirven como precursores de los 
dos  ácidos  grasos  monoinsaturados  más  comunes:  ácido  oleico  (18:1,  cΔ9)  y  ácido 
palmitoleico (16:1, cΔ9). El doble enlace en disposición cis se introduce por la estearil‐CoA 
desaturasa (SCD o Δ9‐desaturasa) (EC. 1.14.99.5) y es la enzima limitante en la síntesis de 
ácidos grasos mono‐insaturados (Tabernero et al. 1993). 
El ácido oleico sintetizado en  los astrocitos depende de  la actividad de  la SCD1, enzima 
limitante de  la síntesis de ácidos grasos monoinsaturados, cuya expresión está  regulada 
por  el  factor de  transcripción  SREBP‐1  (stearol  regulatory  element‐binding protein‐1),  y 
cuya  activación  se  produce  cuando  la  albúmina  capta  el  propio  ácido  oleico  recién 
sintetizado  (Tabernero  et  al.  1993;  Tabernero  et  al.  2002b;  Velasco  et  al.  2003)(Ver 
Esquema 17). 
El  ácido oleico  forma parte de  los  fosfolípidos de  la membrana neuronal,  en  forma de 
fosfatidilcolina  y  fosfatidilserina.  Se  incorpora  preferentemente  en  las  bases  de  las 
prolongaciones  somáticas  neuronales  denominadas  neuritas,  lo  que  sugiere  que  éstas 
requieren  un  incremento  en  la  fluidez  de  la membrana  en  los  sitios  donde  emergen 
nuevos axones y/o dendritas. 
El ácido  retinoico y  los ácidos grasos de  cadena  larga  (LCFA), así  como   algunos de  sus 
metabolitos,  pueden  actuar  regulando  la  expresión  de  determinados  genes,  vía  varias 
clases  de  receptores  nucleares,  de  los  que  los  mejor  caracterizados  son  los  PPARs 
(“receptores activados por proliferadores de peroxisomas”) (Muoio et al. 2002; Tan et al. 
2002).    Estos  receptores  tienen  como  ligandos  endógenos  los  ácidos  grasos,  con  una 
mayor afinidad por los de cadena larga no saturados que por los saturados (Gottlicher et 
al.  1992;  Hostetler  et  al.  2005;  Kliewer  et  al.  1997).  Nuestro  grupo  de  investigación 
demostró que el ácido oleico  requiere del PPARα para ejercer  su efecto neurotrófico y 
que el ácido oleico induce la translocación al núcleo del PPARα (Bento‐Abreu et al. 2007). 
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1.2.2.3. Efecto axonogénico durante la diferenciación neuronal 
 

El ácido oleico es capaz de promover in vitro patrones similares a los observados in vivo en 
la diferenciación neuronal. En este sentido, se ha observado  la agrupación de  los somas 
neuronales, formando estructuras que se asemejan a  la materia gris y promoviendo una 
distribución radial de las proyecciones dendríticas y los axones para contactar con grupos 
de neuronas adyacentes y dejando un espacio equivalente a la materia blanca del Sistema 
Nervioso Central –agrupaciones de materia gris/materia blanca‐ (Bento‐Abreu et al. 2007; 
Medina and Tabernero 2002; Tabernero et al. 2001b). 
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La presencia de ácido oleico formando un complejo con albúmina produce un incremento 
de  las proteínas marcadoras de diferenciación neuronal, MAP2 y GAP43, ya descritas en 
apartados anteriores, que se ve acompañado, también, de un aumento en la expresión de 
sus mRNAs  (Bento‐Abreu et al. 2007; Rodriguez‐Rodriguez et al. 2004; Tabernero et al. 
2001b) (Ver Esquema 18). 
Recientemente  se  ha  descrito  que  la  albúmina  se  encuentra  presente    en  la  zona 
subventricular  y  en  el  parénquima  cerebral  circundante,  durante  el  primer  día  de  vida 
postnatal,  disminuyendo  a  partir  del  día  tercero.  Conjuntamente  con  este  hecho,  la 
albúmina induce la axonogénesis en el estriado, produciendo un aumento significativo de 
la  expresión  de GAP43,  así  como del  grosor de  los  fascículos  axonales.  Este  fenómeno 
depende de  la  actividad de  SCD1  y  todo ello, en  su  conjunto, parece  indicar que es el 
ácido  oleico  sintetizado  en  la  SVZ,  en  respuesta  a  la  presencia  de  albúmina,  el  que 
controla la maduración neuronal en el estriado durante la etapa  perinatal del desarrollo 
cerebral (Polo‐Hernandez et al. 2010). 
 
 

1.2.3.  Proteína kinasa C 
 
Las proteínas kinasas C  (PKC)  (EC 2.7.11.13)  son una  familia de  serina/treonina kinasas, 
compuestas  por  10‐11  isoenzimas  distintas,  que  se  suelen  subdividir  en  tres  grupos 
basados  en  la  homología  de  su  secuencia,  junto  con  las  necesidades  de  activadores  y 
cofactores  o  segundos mensajeros  (Purkayastha  et  al.  2009).  Estos  grupos  incluyen  las 
isoformas denominadas convencionales o clásicas (cPKC α, β y γ); las noveles (nPKC δ, ε, θ,  
μ y η), y las atípicas (aPKc ζ y λ) (Mellor and Parker 1998; Viveiros et al. 2003). Los isotipos 
convencionales  (cPKCs) son activados por  fosfatidilserina, Ca2+ y diacilglicerol. Las nPKCs 
son activadas por diacilglicerol y  fosfatidilserina, pero no  son dependientes de Ca2+. Las 
aPKCs son lípido‐dependientes, pero no son sensibles a Ca2+, ni responden al diacilglicerol 
(Mellor and Parker 1998; Newton 2001; Ventura and Maioli 2001) (Ver esquema con  las 
regiones estructurales en el Esquema 19).  
Las  formas  dependientes  de  Ca2+  tienen  diferente  especificidad  de  substrato  y 
dependencia de fosfolípidos cuando se comparan con las formas independientes de Ca2+ y 
el hecho de su  independencia de Ca2+ sugiere una función celular diferente (Konno et al. 
1989). 
En  el  cerebro,  las  PKC  están  altamente  concentradas  y  están  implicadas  en  un  amplio 
espectro  de  funciones  neuronales,  tales  como  la  modulación  de  los  canales  iónicos 
(Cogram  et  al.  2004),  de  receptores  (Ducibella  et  al.  1993)  y  liberación  de 
neurotransmisores (Emoto et al. 1995). Su activación también está implicada en el inicio y 
el  mantenimiento  de  procesos  de  potenciación  a  largo  plazo  (LTP)  y  procesos  de 
depresión a largo plazo (LTD) (Gallagher et al. 2001; Gallicano et al. 1995; Gallicano et al. 
1997). 
La contribución de estas proteínas al proceso de diferenciación neuronal se ha estudiado 
en líneas celulares como PC12 (Lai et al. 2011), NG108‐15 (Battaini et al. 1994a; Battaini et 
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al. 1994b) y líneas de glioma C6 (Hu et al. 2010; Soma et al. 1994) y en cultivos primarios 
de  neuronas  de  hipocampo  (Tejero‐Diez  et  al.  1995).  Varios  autores  han  señalado  su 
importancia  en  los  procesos  de  supervivencia,  creación  y  crecimiento  neurítico, 
promovidos por varios  factores de  crecimiento y otros  tratamientos  llevados a  cabo en 
estos cultivos (Schmitt and Meves 1993; Thompson and Levin 2010). 

 
 

Existen  dos  patrones  distintos  de  expresión:  las  isoformas  cPKC  tienen  niveles  de 
expresión bajos inicialmente y después de 2‐3 días en cultivo su contenido se incrementa 
de manera continuada, mientras que las isoformas nPKCs, que tienen una expresión más 
temprana, alcanzan un máximo de expresión con solo 2‐3 días en cultivo. 
La PKC está implicada en la diferenciación neuronal inducida por el ácido oleico, dado que 
su  inhibición  previene  los  efectos  neurotróficos  del  ácido  oleico  (Granda  et  al.  2003; 
Rodriguez‐Rodriguez et al. 2004; Tabernero et al. 2001b). De hecho,  se ha descrito que 
varios ácidos grasos cis‐insaturados, entre  los que se  incluye el ácido oleico, son capaces 
de activar la PKC (Khan et al. 1992). 
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1.2.3.1. Proteína kinasa C alfa (PKCα) 
 
Proteína  kinasa  perteneciente  a  la  familia  clásica  dependiente  de  Ca2+,  se  encuentra 
ampliamente distribuída en el cerebro de la rata, en el neuropilo de las capas plexiforme 
externa  y  granular  interna  del  bulbo  olfatorio,  determinados  núcleos  de  la  amígdala, 
neuronas  colinérgicas  del  caudado  putamen,  neuronas  piramidales  de  la  capa  I  del 
neocórtex y todas  las regiones del hipocampo,  interneuronas del hipocampo y neuronas 
no piramidales de las capas IV‐VI del neocórtex, además de neuronas dopaminérgicas de 
la sustantia nigra, los colículos y la oliva inferior (Tanaka and Saito 1992). 
Está descrito que algunos ácidos grasos, como el ácido araquidónico (AA, 20:4) y el ácido 
oleico (19:1 cis), son capaces de estimular la activación de diferentes enzimas, incluyendo 
la de  la PKC. Además  se ha demostrado que  tanto el ácido araquidónico como el ácido 
oleico, a diferencia de otros ácidos grasos como el   ácido elaídico (18:1 trans) o el ácido 
araquídico (20:0), son capaces de inducir la fosforilación de GAP43 mediante la acción de 
PKC en un mecanismo dependiente de Ca2+ y DAG (Schaechter and Benowitz 1993). En el 
apartado  A  del  Esquema  20,  se  muestra  la  región  de  GAP43  fosforilada  por  PKC. 
Recientemente se ha descrito que el ácido araquidónico es activador directo de  la PKCα, 
necesitando de Ca2+ para ejercer su  función, y que  la region de C2, aunque no  la región 
rica en lisinas, es necesaria para su localización y para que ejerza su función. Además, los 
subdominios C1A y C1B son necesarios para la localización en la membrana y la activación 
a través de DAG (Corbalan‐Garcia and Gomez‐Fernandez 2006; Lopez‐Nicolas et al. 2006) 
(Véase el apartado B del Esquema 20). 
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Además,  la PKCα  juega un papel principal en  la  inducción de  la depresión a  largo plazo 
(LTD)  en  las  células  cerebelares  de  Purkinje.  El  modelo  clásico  indica  una  activación 
secuencial de los estados de PKCα, que se transloca del citosol a la membrana plasmática 
por unión con Ca2+ en su región C2 y después se vuelve completamente activa por unión a 
diacilglicerol (DAG), o compuestos similares, en su región C1 (Crepel and Jaillard 1991; Ido 
et al. 1987; Ito et al. 2001; Itoh et al. 2001; Katoh et al. 1990; Oancea and Meyer 1998) 
 
 
1.2.3.2. Proteína kinasa C épsilon (PKC ε) 

 
La  PKC    épsilon  se  expresa  ubicuamente  por  todo  el  organismo  pero  se  encuentra 
predominantemente  en  el  cerebro.  Se  han  realizado  análisis  bioquímicos  que  han 
demostrado que sus formas, tanto citosólica, como asociada a membrana, de diferentes 
pesos  moleculares,  están  presentes  en  extractos  neuronales.  Se  ha  localizado 
ampliamente en el hipocampo,  las  células granulares de  las  “islas de  calleja”‐ grupo de 
células  granulosas  localizadas  en  el  interior del  cuerpo  estriado  ventral, presente  en  el 
cerebro  de  la  mayoría  de  los  mamíferos‐,  y  muestra  una  moderada  expresión  en  la 
corteza cerebral, el núcleo septal lateral, núcleo accumbens, la corteza frontal, el estriado 
y el caudado putamen (Jacob et al. 2005; Minami et al. 2000; Saito et al. 1993; Uhlen and 
Ponten 2005). 
La  PKC  épsilon  fue  la  primera  de  las  isoformas  de  las  serina/treonina‐kinasas,  no‐
dependiente de Ca2+ sino sensible a ésteres de forbol /diacilglicerol (Chen and Tian 2011). 
Comparte muchas  características  comunes  con  otros miembros  de  la  subfamilia  de  las  
nPKC, tales como tres regiones conservadas, C1, C3 y C4, y cinco regiones variables, V1‐
V5.  La  zona  C1  puede  actuar  como  un  sitio  de  unión  a  la  membrana,  debido  a  su 
contenido en motivos ricos en cisteínas que unen ésteres de forbol y diacilgliceroles. La C1 
también  se  conoce  como  área  reguladora.  C3  y  C4  son  los  dominios  catalíticos  que 
contienen un sitio de unión a ATP, un dominio tipo giro que actúa como sitio de activación 
y el área C4 tiene el sitio de reconocimiento de substrato. Como característica distintiva o 
única,  la PKC épsilon tiene un motivo de seis aminoácidos de unión a  la actina, entre  los 
subdominios C1a y C1b, que es importante para los cambios morfológicos de las neuronas 
(Shirai et al. 2008; Zeidman et al. 2002). 
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 2.- PLAN DE TRABAJO 
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Con objeto de profundizar en el conocimiento del transporte intracelular del ácido oleico en 
las neuronas y de su mecanismo de acción, y de acuerdo con las consideraciones descritas 
en la Introducción, el Plan de trabajo quedó establecido como sigue: 

 

I. Estudio de la posible participación de las proteínas de unión y transporte de ácidos 
grasos  (FABPs)  en  el  efecto    neurotrófico  promovido  por  el  ácido  oleico  en 
neuronas. 

 

II. Estudio de la posible participación de las isoformas de la proteína kinasa C (PKC) en 
el mecanismo neurotrófico del ácido oleico. 
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 3.- MATERIAL Y  MÉTODOS 
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3.1. Material 

 
3.1.1. Especie ensayada y condiciones del animalario. 

 
Se  emplearon  ratas  albinas Wistar,  suministradas  por  el  Servicio  de  Experimentación 
Animal de la Universidad de Salamanca. 
Los animales se criaron en  jaulas –no en RACKs ventilados‐, manteniendo el número de 
ejemplares  adecuado  a  las  dimensiones  de  las  mismas.  Se  emplearon  ciclos  de  luz‐
oscuridad de 12h. La humedad osciló entre el 45 y el 65 %. La  temperatura se controló 
entre los 20 y los 25 °C. 
Los  animales  fueron  alimentados  con  una  dieta  sólida  estándar  (17 %  proteínas;  3 % 
lípidos;  58,7 %  glúcidos;  4,3 %  celulosa;    5 %    sales minerales  y  12 %  humedad).  Los 
animales tuvieron en todo momento acceso libre al agua de bebida y a la comida. 
Se emplearon  fetos de 17,5 días de gestación  (E17,5) para  la  realización de  los cultivos 
primarios de neuronas  y  los  co‐cultivos de neuronas  y  astrocitos;  fetos  a  término  (P0), 
para  los  cultivos  organotípicos;  neonatos  de  un  día  de  vida  (P1),  para  la  obtención  de 
cultivos  de  astrocitos;    y  neonatos  de  1  y  3  días  de  vida  postnatal  (P1  y  P3)  para  los 
estudios con cortes histológicos in vivo. 
Los fetos E17,5 fueron obtenidos tras dislocación cervical de la madre. En todos los casos, 
los sacrificios de los animales fueron realizados siguiendo  las normativas vigentes para la 
experimentación y el sacrificio de animales, según las directrices europeas (Convenio 123, 
Decisión 1999/575/CE y Directiva 2003/65/CE), la legislación española (Ley 32/2007 y Real 
Decreto 1201/2005), y de la Comunidad Autónoma de Castilla y León (Decreto 266/1998), 
y los protocolos aprobados por el Comité de Bioética de la Universidad de Salamanca. 
 
 
3.1.2. Medios instrumentales 

 
El agua  se purificó mediante un equipo  “Milli‐QR  Integral 3  System”  (MilliPore, Madrid, 
España), con dispensadores y  filtros de agua Ellix  (agua purificada  tipo  II) y agua Milli‐Q 
(agua ultrapura tipo I). 
Las  pesadas  se  realizaron  en  balanzas,  granatarias  (Sartorius, modelo  1216MP, GMBH, 
Göttingern, Alemania) o  analíticas  (Acculab, modelo Atilon ATL‐224‐I;  Sartorius modelo 
1207 MP, GMBH, Alemania). 
Según el requerimiento del protocolo para  las centrifugaciones se utilizaron  los modelos 
de  centrífugas  siguientes:  centrífuga  de  mesa  Beckman,  modelo  TJ‐6  (Beckman 
Instruments, USA); centrífugas eppendorf, modelos 5430, modelo  5702; modelo 5415R, y 
modelo 5417R (Eppendorf, Hamburgo, Alemania). 
El pH se determinó con un electrodo medidor de protones, micro‐pH 2000, marca Crison 
(Selecta, Barcelona, España). 
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El material de vidrio fue esterilizado mediante calor seco, durante un mínimo de 12 horas, 
en una estufa‐horno de esterilización,  termostatizada a 170  °C, Selecta, modelo S‐20, o 
Memmert. 
El  agua,  el material  de  disección  y  el  resto  de  utensilios  y material,  para  los  que  eran 
requeridas  condiciones  de  asepsia,  se  esterilizaron  por  medio  de  calor  húmedo,  en 
autoclaves, Selecta modelo 437 o modelo Autester ST. 
Se utilizaron bombonas de oxígeno, nitrógeno y dióxido de carbono, suministradas por la 
Sociedad Castellana de Oxígeno, (Valladolid, España). 
El cultivo primario se realizó empleando material estéril y fabricado específicamente a tal 
fin.  Las  células  fueron  sembradas  en  placas  Petri  de  35 mm  de  diámetro,  de  la  casa 
comercial  Falcon,   modelo 353001  ‐Easy Grip  Tissue Culture Dish‐  (Becton & Dickinson 
Labware Europe, Le Pont D Claix, Francia), en el caso de los cultivos de neuronas, y placas 
de la casa comercial Nunc (Nuclon, Roskilde, Dinamarca), en el caso de los astrocitos.   
En  los cultivos organotípicos se emplearon placas multipocillo de 6 pocillos Nunc, de 35 

mm de diámetro de pocillo (Nuclon, Roskilde, Dinamarca)  e insertos estériles con 0,4  m 

de  diámetro  de  poro  y  30 mm  de  diámetro  total  (Millicell, Millipore  Ibérica,  Thermo 
Fischer). 
Los medios de cultivo y soluciones  tamponantes empleadas  fueron  filtradas a  través de 
filtros  de  0,22  µm  de  diámetro  de  poro  (Millipore  Ibérica,  Thermo  Fischer).  Para 
volúmenes pequeños de soluciones estériles se utlizaron  filtros de  jeringa de 0,2 µm de 
diámetro de poro (Pall Corporation, Michigan, USA). 
Los medios y disoluciones de cultivos fueron calentadas en un baño termostatizado a  
37 °C, modelo Precisterm, Selecta. 
El  contaje  de  células  previo  a  la  siembra  en  placas  se  realizó  en  una  cámara  cuenta‐
glóbulos  de  Neubauer    (Zeiss,  Oberkochen,  Alemania),  mediante    un  dispositivo 
automático Countess (Invitrogen, LifeTecnologies), en el que se ha adaptado un protocolo 
para el diámetro y  forma celular de  las neuronas  (Circularidad 55%;  tamaño máximo 20 
µm; tamaño mínimo 5 µm). 
Las células se mantuvieron a 37 °C y con flujo constante de CO2   al 5,0 % en incubadores 
automáticos de CO2, modelos Galaxy S y Galaxy 170 (RS Biotech, Northants, Reino Unido). 
Para  la realización de  las agitaciones mecánicas violentas, se emplearon dispositivos tipo 
vórtex, modelos MS‐1 minishaker (IKA‐Works Inc, USA). 
La observación periódica de  las células se realizó mediante un microscopio de contraste 
de fases modelo Nikon  TS100 (Nikon, China).  
Así mismo  se  empleó  un microscopio  de  fluorescencia  invertido modelo Nikon  Eclipse 
TS2000  (Nikon,  China),  captándose  las  imágenes  con  un  programa  informático  TCS‐SP 
(Leica Microscopy Systems) y una  cámara de video digital modelo  Leica DC 350F  (Leica 
Microsystems).  
Se  empleó  un  espectrofotómetro, modelo  UV‐120‐02  (Schimadzu  Co.,  Kyoto,  Japón)  y 
cubetas  de  plástico,  de  1 mL  de  capacidad  y  1  cm  de  paso  de  luz,  adecuadas  para  el 
aparato  de  medida  (Elkay,  Boston,  USA).  Alternativamente,  se  hizo  uso  de  un 
espectrofluorímetro, modelo Appliskan  tipo  2001  (Thermo  Fischer.  Finlandia).  En  dicho 
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espectrofluorímetro  se  utilizaron  placas multipocillo  de  6,  12  ó  96  pocillos,  de  la  casa 
comercial Nunc  (Nuclon, Roskilde, Dinamarca). 
Se  empleó  un  “Nanophotometer”  de  la  casa  comercial  IMPLEM  (BioNova,  Munich, 
Alemania),  para  medidas  en  pequeños  volúmenes.  También  se  utilizó  un  fluorímetro 
modelo Qbit Fluorometer (Invitrogen, LifeTecnologies) para la cuantificación de proteínas. 
En este caso,  se utilizaron  tubos eppendorf de 0,5 mL, específicos para este dispositivo 
(“Qbit assay tubes”), proporcionados por la misma casa comercial (Invitrogen). 
Para  los análisis de  transferencia  tipo  “Western”  se utilizó un  sistema de electroforesis 
vertical  y  un  sistema  de  electrotransferencia  modelo  “Mini‐Trans‐Blot  Transfer  Cell” 
conectado a una  fuente de alimentación modelo  “Power Pac 300” de Bio‐Rad  (BioRad, 
Hercules, USA).  Cuando  se  utilizaron  geles  “pre‐cast”  se  empleó  una  sistema  similar  al 
anterior  pero  adaptado  al  tamaño  de  los  geles,  modelo  “X‐Cell4  Surelock  Midi‐Cell” 
(Invitrogen, LifeTecnologies). 
Las membranas  utilizadas  fueron  de  nitrocelulosa  (BioRad)  o  PVDF  (Millipore  Iberica, 
Thermo Fischer).  La transferencia de geles pudo ser realizada en determinados casos con 
un dispositivo  iBlot  (Invitrogen,  LifeTecnologies),  en  cuyo  caso  se  emplearon  “iBlot Gel 
Transfer Stacks” con membranas de nitrocelulosa (Invitrogen, LifeTechnologies). 
Las  incubaciones  de  las  membranas  de  nitrocelulosa  con  anticuerpos  primarios  o 
secundarios se realizaron en un “Navigator” (BioComp Instruments, Canadá). 
El  revelado de  las películas de autorradiografía  (Fujifilm)  se  llevó a  cabo manualmente, 
con  líquidos  de  la  marca  Fujifilm,  “X‐Fix‐Fixer  &  Replenisher,  y  Anatomix  Developer 
Replenisher”  (FujiHunt‐Fujifilm,  Europe  WV,  Bélgica);  o  empleando  una  máquina  de 
revelado Kodak Medical X‐Ray processor 102 (Rochester, NY, USA). 
Para  llevar a cabo  la transcripción  inversa y  la reacción en cadena de  la polimerasa (RT y 
PCR,  respectivamente)  se  utilizó  un  termociclador modelo  “GeneCycler”  (BioRad).  Los 
viales de plástico de 0,2 mL para PCR se adquirieron en Biotools (Biotools‐B&M Labs SA, 
Madrid, España). El transiluminador empleado para la visualización de los ácidos nucleicos 
fue un modelo Gel 2000 asociado a una cabina “Universal Hood II” (BioRad).  
La fijación de los tejidos mediante perfusión se llevó a cabo con una bomba de perfusión 
modelo “Miniplus‐3 M312” (Gilson, Villiers‐le‐Bel, Francia). Los cortes de microsección de 
los  cerebros  se  realizaron  con  criostatos modelo CM3050S  (Leica, Wetzlar, Alemania)  y 
“Microm HM50” (Thermo Fischer). 
Los cortes coronales para el cultivo de organotípicos se  consiguieron gracias a un “tissue‐
chopper”  modelo  “McIlwain  Tissue  Chopper”  (Mickle  Laboratory  Enginering  Co.Ltd., 
Surrey, UK).  El microscopio  empleado  como  ayuda  para  la  obtención  y  separación  del 
tejido en el cultivo organotípico es un modelo MSZ800 de Nikon (Barcelona, España). 
Para  los  análisis  de microscopía  confocal  se  utilizaron  el microscopio  confocal modelo 
LSM510  (Zeiss), del Centro de  Investigación del Cáncer  (CIC/Universidad de  Salamanca, 
España) y el microscopio confocal Leica DM‐IRE2 (Leica), del Instituto de Neurociencias de 
Castilla y León (INCyL/Universidad de Salamanca). Los resultados se analizaron empleando 
los programas correspondientes a cada uno de  los dos equipos, es decir, el programa de 
análisis Zeiss LSM Image y el programa LCS Lite Leica. 
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El  análisis  de  imágenes  se  llevó  a  cabo  mediante  el  programa  ImageJ  (NIH  Image), 
desarrollado por el Área de Servicios a la Investigación del “National Institutes of Health” 
(Bethesda,  USA).  Así mismo,  se  utilizó  el  programa MatLAB  (MathWorks,  2008)  en  el 
análisis de colocalización de imágenes de fluorescencia. 
 
 
3.1.1. Productos 

 
Los productos utilizados en la preparación de disoluciones y soluciones tamponantes que 
no  se detallan a continuación,  fueron adquiridos en  las casas comerciales Sigma  (Sigma 
Aldrich Quimica, Madrid, España) o Merck (Darmstadt, Alemania). 
 
 
3.1.1.1. Productos  utilizados  en  la  preparación  de  los medios  de  crecimiento  para  los 

cultivos celulares primarios 
 
El medio de cultivo para el crecimiento de las neuronas fue un medio definido, empleando 
un  medio  mínimo  modificado,  que  tenía  como  base  el  medio  DMEM  (Medio  Eagle 
modificado por Dulbecco), con la mezcla de nutrientes F12 HAM (Sigma, D6421), al que se 
añadieron transferrina (Sigma), insulina (Sigma), piruvato (Sigma), y L‐glutamina (Sigma), a 
las concentraciones  indicadas en el posterior apartado de Métodos (véase  los apartados 
3.2.1 correspondientes a los cultivos primarios). 
El  suero  fetal  de  ternera  (FCS)  procede  de  la  casa  comercial  Boehringer  Ingelheim 
(Heidelberg, Alemania) y el suero bovino de la casa comercial Gibco (LifeTecnologies). 
La DNAsa I, la tripsina y la albúmina bovina (Fracción V), que se utilizaron en la realización 
de    los  cultivos  celulares,  fueron  suministrados  por  Roche  Diagnostics  SL  (Barcelona, 
España). 
La  poli‐L‐lisina,  utilizada  para  recubrir  el  fondo  de  las  placas  de  cultivo,  con  objeto  de 
facilitar la fijación de las células, proviene de la casa Sigma. 
La citosina‐β‐arabinofuranósido, empleada en  los cultivos de astrocitos o en cultivos de 
neuronas con suero fetal, es de la casa comercial Sigma. 
 
 
3.1.1.2. Productos utilizados para la preparación de cultivos tisulares 
 
El medio  utilizado  para  la  preparación  y  obtención  de  cultivos  organotípicos,  L‐15,  fue 
suministrado por Invitrogen. 
El medio de cultivo de organotípicos procedía de  la casa Sigma y es del tipo DMEM‐F12 
(Medio de Eagle modificado por Dulbecco, suplementado con la mezcla de nutrientes F‐12 
HAM). 
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3.1.1.3. Productos utilizados para la preparación de la albúmina libre de ácidos grasos  
 
La membrana utilizada para dializar la albúmina fue adquirida en Sigma. De igual forma, el 
sulfuro  sódico  y  el  ácido  sulfúrico  96 %  (v/v),  empleados  para  el  tratamiento  previo  y 
activación  de  dicha membrana,  corresponden  a  las  casas  comerciales  Sigma  y Merck, 
respectivamente. 
Las sales empleadas para la preparación del medio Elliot + calcio, empleado en la diálisis, 
fueron adquiridas a Sigma o Merck. 
Los  filtros  (0,22  µm)  utilizados  para  la  purificación  de  la  albúmina  dializada  son  de  la 
marca Serum Acrodisc (Pall Gelman Laboratory). 
La albúmina sérica bovina (BSA) libre de ácidos grasos fue suministrada por Sigma. 
 
 
3.1.1.4. Productos utilizados para el análisis del mRNA 
 
El  reactivo  para  la  extracción  del  RNA,  “Trizol  Reagent”,  así  como  los  hexanucleótidos 
empleados  como  cebadores  (“random  hexamer  primers”),  los  desoxirribonucleótidos 
(dNTPs),  el  ditiotreitol  (DTT),  y  la  Transcriptasa  Inversa  (“SuperScriptII  Reverse 
Transcriptase”) utilizados en la RT, procedían de Invitrogen. 
El  inhibidor  de  RNAsas  pertenecía  a  Ambion  (Cambridgeshire,  UK),  mientras  que  el 
dietilpirocarbonato (DEPC) utilizado para inactivar las RNAsas pertenecía a Sigma. 
Los oligonucleótidos utilizados  como  cebadores  en  la  PCR  fueron  adquiridos  en  Sigma‐
Genosys (Sigma‐Genosys LTd., UK). 
La Polimerasa de DNA Taq, utilizada en la PCR fue adquirida en Biotools. 
El resto de reactivos y productos utilizados en la preparación de las soluciones y tampones 
para  biología  molecular  estaban  libres  de  DNAsas  y  RNAsas  y  procedían  de  la  casa 
comercial Sigma. 
La agarosa utilizada para preparar los geles en las electroforesis era de  la casa Pronadisa 
(Madrid, España). 
 
 
3.1.1.5. Productos empleados para el silenciamiento génico 
 
Los  RNAs  de  interferencia  de  cadena  corta  (“small  interfering  RNA”,  o  siRNA),  fueron 
adquiridos  en Ambion,  en  el  caso de Gapdh  (Cambridgeshire, UK), o GeneLink‐Bionova 
(Madrid, España), en el resto de los casos. 
El reactivo de transfección fue Lipofectamina 2000 y el medio de transfección Opti‐MEM, 
ambos suministrados por Invitrogen y empleados según sus indicaciones. 
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3.1.1.6. Productos utilizados para el análisis de las proteínas 
 
La inhibición de proteasas durante la recogida de las proteínas se consiguió con un cóctel 
de  inhibidores  sin  EDTA,  de  la  casa  Calbiochem  (Calbiochem‐Merck,  USA),  al  que  se 
adicionó PMSF procedente de la casa Sigma. 
 
La cuantificación de proteínas se realizó por diferentes métodos, según la procedencia de 
las muestras a analizar. Se utilizó el método de Bradford o bien  se hizo uso del  “Qubit 
fluorimeter”,  específicamente  cuando  se  analizaron  las  proteínas  procedentes  de  los 
cultivos  organotípicos  o  secciones  de  tejido,  mientras  que  se  utilizó  un 
nanoespectofotómetro  en  algunas  situaciones  con  cultivos  primarios,  al  estar 
recomendado para proteínas purificadas. En el método de Bradford se empleó el reactivo 
de  Bradford  de  la  casa  comercial  Bio‐Rad  (BioRad  Laboratories)  y  cuando  se  utilizó  el 
fluorímetro Qubit se emplearon los kits comerciales aconsejados por la casa comercial del 
dispositivo, Invitrogen (LifeTecnologies). 
 
Cuando se prepararon geles de acrilamida para  la electroforesis con proteínas, se utilizó 
una solución 30% acrilamida/N,N’‐metilbisacrilamida  (29:1) de  la casa comercial Bio‐Rad 
(BioRad Laboratories) y, como agentes coayudantes para  la gelificación, tanto N,N,N’,N’‐
tetrametilendiamina  (TEMED) como persulfato amónico  (AMPS), procedentes de  la casa 
comercial Sigma. El marcador de peso molecular de proteínas era de la casa Bio‐Rad. 
La electrotransferencia de las proteínas a un soporte sólido se realizó con membranas de 
nitrocelulosa de 0,45 µm de diámetro de poro (BioRad Laboratories). 
Así mismo se utilizaron geles comerciales preparados, NuPAGE Novex 4‐12% Bis‐Tris Midi‐
Gel  de  la  casa  comercial  Invitrogen  (Invitrogen,  LifeTecnologies).  En  estos  casos  se 
utilizaron los productos del kit NuPAGE de dicha casa comercial para la preparación de las 
muestras y soluciones de electroforesis y transferencia. 
El metanol utilizado en  la preparación de  la solución de  transferencia  tipo Western‐blot 
era de la casa comercial Panreac Química SA (Barcelona, España). 
Los  anticuerpos  primarios  utilizados  se  detallan  en  la  Tabla  3.3  incluida  en  la  página 
siguiente. 
En el bloqueo de los anticuerpos se empleó suero de cabra de la casa comercial Sigma. 
Los anticuerpos  secundarios  contra  inmunoglobulina de  ratón  y  conejo  conjugados  con 
peroxidasa y el  sustrato quimioluminiscente  Luminol, provinieron de  la  casa Santa Cruz 
Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, USA). 
Para las inmunocitoquímicas e inmunohistoquímicas se emplearon anticuerpos primarios, 
cuyas características se encuentran recogidas en la Tabla 3.1. Los anticuerpos secundarios 
conjugados con cianina 3 (Cy3) contra inmunglobulina de conejo fueron suministrados por 
Jackson  (Jackson  Laboratories,  USA).  Los  anticuerpos  secundarios  conjugados  con 
AlexaFluor488, AlexaFluor594 o AlexaFluor647, contra inmunoglobulinas de ratón, conejo 
u oveja fueron suministrados por Invitrogen (Invitrogen, LifeTecnologies). 
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El marcador  fluorescente  de DNA,  el  4’‐6‐damindino‐2‐fenilindol  (DAPI),  procede  de  la 
casa  comercial  Invitrogen  (Invitrogen,  LifeTecnologies).  Alternativamente  se  utilizó  el 
marcador de ácidos nucleicos TO‐PRO3, perteneciente a la misma casa comercial. 
El marcador mitocondrial fluorescente, Mitotracker, pertenecía a la casa Sigma. 
 
 

TABLA 3.1 . Anticuerpos primarios  utilizados en inmunofluorescencia y 
"Westernblot" 

Anticuerpo  
Primario 

Casa  
Comercial 

Concentración 
/Dilución 

Tipo 
Suero de 

procedencia  
anti‐α‐Actinina  Chemicon.MilliPore 1:2000  Monoclonal  α‐Ratón 

anti‐FABP3  Abcam  1:500  Policlonal  α‐Conejo 

anti‐FABP5  Abcam  1:500  Policlonal  α‐Conejo 

anti‐FABP7  Abcam  1:1000  Policlonal  α‐Conejo 

anti‐GAPDH  Ambion  1:4000  Monoclonal  α‐Ratón 

anti‐GAP43   MilliPore  1:500     α‐Conejo 

anti‐GAP43  Sigma  1:500  Monoclonal  α‐Ratón 

anti‐GFAP  Sigma  1:400  Monoclonal  α‐Ratón 
anti‐MAP2 (2a+2b) 

Clone AP‐20 
Sigma  1:500  Monoclonal  α‐Ratón 

anti‐PKC‐α  Sigma 
1:10000 
/1:40000 

Policlonal  α‐Conejo 

anti‐PKC‐ε  Abcam  1:2000  Policlonal  α‐Conejo 

anti‐PPARα  Thermo  1:200  Monoclonal  α‐Ratón 

anti‐α‐Tubulina  Sigma  1:1000  Monoclonal  α‐Ratón 

anti‐βIII‐Tubulina 
(TUJ‐1) 

Covance 
/Affinity 

BioReagents 
1:1000  Monoclonal  α‐Ratón 

anti‐βIII‐Tubulina 
(TUJ‐1) 

Abcam 
1:500 
1:1000 

Monoclonal  α‐Conejo 

 
El  medio  de  montaje,  y  conservador  de  la  fluorescencia,  para  las  observaciones  al 
microscopio  fue, en el caso de  los cultivos primarios, “SlowFade Gold antifade  reagent” 
(Invitrogen,  LifeTecnologies),  o  bien    Mowiol,  preparado  manualmente  a  partir  de 
reactivos  de  la  casa  comercial  Sigma,  tal  y  como  se  recoge  en  el  apartado  posterior 
3.2.9.1, en el caso de la muestras de tejido del cultivo organotípico. 
 
 
3.1.1.7. Productos utilizados en la determinación de la viabilidad celular 
 
En  la determinación de  la viabilidad celular medida por el método de MTT se empleó el 
reactivo de MTT,  la sal de bromuro de 3‐(4,5‐dimetiltiazol‐2‐il)‐2,5‐difeniltetrazolio de  la 
casa comercial Sigma y dimetilsulfóxido de la casa comercial Fluka (Fluka‐Sigma). 
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3.1.1.8. Productos utilizados en la determinación de la muerte celular 
 
La determinación de  la muerte  temprana por apoptosis  se  realizó empleando un kit de 
“Anexina V ‐ FITC /PI”, de la casa comercial Inmunostep  SL (CIC, Salamanca, España). 
La determinación de la apoptosis tardía por el método de TUNEL se realizó empleando en 
las  incubaciones  la  Transferasa  Terminal  (DNA  deoxinucleotidilexotransferasa, 
EC2.37.7.31)  y  los  nucleótidos  dUTP‐biotinilados  de  la  marca  Roche  (Roche  Applied 
Science, Mannheim, Alemania),  en  ambos  casos.  El  yoduro de propidio pertenecía  a  la 
casa comercial Sigma. 
 

3.1.1.9. Productos utilizados en los tratamientos celulares 
 
La  albúmina  sérica  bovina  (BSA)  libre  de  ácidos  grasos  se  obtuvo  de  la  casa  comercial 
Sigma. 
Los  siguientes  ácidos  grasos:  ácido  oleico,  así  como  el  activador  selectivo  para  la 
fosfokinasa C épsilon (DCP‐LA), el  inhibidor de  la fosfokinasa C (PKCβII Peptide  inhibitor), 
son de la casa comercial Sigma. El inhibidor específico de la fosfokinasa C épsilon (PKC‐ε) y 
su control negativo se obtuvieron de Calbiochem (Calbiochem‐Merck, USA). 
 
 
3.1.1.10. Otros productos 
 
Durante el revelado de las proteínas transferidas a las membranas de nitrocelulosa por el 
método Western‐blot se hizo uso, en  los bloqueos de  los anticuerpos primarios, bien de 
leche en polvo desnatada calcio (Sveltesse, Nestle, Barcelona, España), o bien de caseína 
procedente de leche bovina (Sigma). 
El Triton‐X‐100 para la permeabilización de los tejidos provino de la casa Sigma. 
El  complejo  conjugado  de  estreptavidina  con  cianina  2  (Cy2)  para  la  unión  con  los 
nucleótidos biotinilados en el método TÚNEL era de  la  casa  comercial  Jackson  (Jackson 
ImmunoResearch Laboratories, UK). 
El reactivo bromuro de tiazol azul de tetrazolio (MTT), utilizado en la cuantificación de la 
viabilidad neuronal, se adquirió en la casa comercial Sigma. 
Otros  productos  y  materiales  no  incluidos  en  las  listas  anteriores  fueron  de  calidad 
estándar de laboratorio. 
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3.2. Métodos 

 
3.2.1. Preparación de los cultivos celulares 

 
3.2.1.1. Preparación del cultivo primario de astrocitos 
 
Los  cultivos  de  astrocitos  se  realizaron  según  el  método  previamente  descrito  por 
Tabernero y col. (1993). Se emplearon neonatos de rata de 1 día de vida postnatal. Todo 
el  proceso  se  realizó  en  condiciones  de  esterilidad  y  a  temperatura  ambiente,  con 
excepción de la tripsinización, que se llevó a cabo a 37 °C. 
Se limpiaron los animales con etanol al 70 %, se decapitaron y se extrajeron los cerebros 
de  los  que  se  retiraron  las meninges  y  los  vasos  sanguíneos  visibles.  Los  cerebros  se 
colocaron en una placa Petri que contenía solución “A”  (EBSS pH 7,2 suplementado con 
DNAsa  tipo  I 20 µg/mL y albúmina  (fracción V) 3 µg/mL). La  solución EBSS,   o de Earle, 
estaba  compuesta  por NaCl  116 mM,  KCl  5,4 mM, NaH2PO4  1,0 mM, MgSO4  1,5 mM, 
NaHCO3 26 mM, rojo fenol 10 mg/L, y D‐glucosa 14 mM, ajustada a un pH de 7,2. El tejido 
se disgregó utilizando un bisturí  y  se  centrifugó durante 2 minutos  a 500  x  g. El  tejido 
disgregado  se  incubó  durante  15  minutos  a  37  °C,  en  solución  “B”  (EBSS  pH  7,2 
suplementado con tripsina 0,25 µg/mL, DNAsa tipo  I 60 µg/mL y albúmina (fracción V) 3 
µg/mL).  Posteriormente  se  detuvo  la  tripsinización  añadiendo  al  tejido  disgregado 
DEMEM suplementado con FBS al 10 % (v/v). Finalizada  la tripsinización se centrifugó el 
tejido durante 5 minutos a 500 x g, se retiró el sobrenadante, se resuspendió el tejido en 
la  solución A y  se hizo pasar varias veces a  través de una pipeta pasteur  siliconada. Se 
recogió el sobrenadante y se repitió dos veces más el tratamiento anterior. Se reunieron 
los sobrenadantes y se centrifugaron a 500 x g durante 5 minutos. Las células obtenidas 
se  resuspendieron en medio de  cultivo  (DMEM  suplementado  con  suero  fetal bovino –
FBS‐ al 10 % (v/v), penicilina G 50 U/mL, estreptomicina 37,5 U/mL, pH 7,2). Una pequeña 
alícuota de esta suspensión celular, previa homogeneizada, se mezcló con azul de tripano 
al 0,2 %  (v/v) y se utilizó para  la determinación de  la viabilidad celular y del número de 
células. 
A continuación, se sembraron las células en medio de cultivo, en placas Petri recubiertas 
con poli‐L‐lisina  (1µg/cm2), a una densidad de 1,0 x 105 células/cm2 y se colocaron en el 
incubador   a 37 °C y 5 % CO2. Al segundo día se añadió citosina β‐arabinofuranósido 10 
µM, que se mantuvo durante 48 horas con el fin de evitar  la proliferación de microglía y 
de células de linaje tipo O‐2A (Tabernero et al. 1996). Se realizaron cambios de medio dos 
veces  por  semana  con  el mismo medio  de  cultivo,  previamente  atemperado.  En  estas 
condiciones se obtienen cultivos de astrocitos de tipo 1, con una pureza aproximada del 
95 %, según los datos de su reacción con el anticuerpo específico anti‐GFAP (Bento‐Abreu 
et al. 2011). En  todos  los experimentos  se utilizaron astrocitos cultivados entre 14 y 28 
días in vitro (14‐28 DIV). 
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3.2.1.2. Preparación de cultivo primario de neuronas 
 
Los  cultivos  de  neuronas  se  realizaron  según  el  método  previamente  descrito  por 
Tabernero y col. (Tabernero et al. 1993). Se emplearon fetos de rata Wistar, de 17,5 días 
de edad gestacional (E17,5). Los animales se obtuvieron por rápida histerectomía después 
de la dislocación cervical de  la madre. Se  limpiaron rápidamente y se  les cortó el cordón 
umbilical, colocándose en una placa Petri con solución salina 4 °C. El resto del proceso se 
realizó  en  condiciones  de  esterilidad  y  a  temperatura  ambiente,  con  excepción  de  la 
tripsinización que se llevó a cabo a 37 °C. 
Tras  limpiar  los animales con etanol 70 %, se decapitaron y se  les extrajo el cerebro, del 
que se retiraron las meninges y los vasos sanguíneos visibles, para posteriormente excluir 
cerebelo  y  bulbo  olfatorio,  depositando  únicamente  los  hemisferios  cerebrales  en  una 
placa Petri que  contenía  solución A  (composición  indicada  anteriormente en  la  sección 
3.2.1.1). Este tejido se disgregó utilizando un bisturí y se centrifugó durante 4 minutos a 
500 x g. El tejido disgregado se  incubó durante 15 minutos, a 37 °C, en  la solución B,  la 
cual  contenía  tripsina  (composición  indicada  también  en  la  sección  3.2.1.1). 
Posteriormente,  se  detuvo  la  tripsinización,  añadiéndose  al  tejido  en  la  solución  B,  un 
volumen equivalente de medio de cultivo con FBS 10 % (v/v). Finalizada  la tripsinización, 
el  tejido  fue centrifugado durante 5 minutos a 500 x g. Tras  retirar el  sobrenadante, el 
tejido fue resuspendido en la solución A y, tras hacerlo pasar varias veces a través de una 
pipeta pasteur siliconada, se dejó decantar durante 4 minutos. Se recogió el sobrenadante 
y  el  tejido  fue  sometido  dos  veces  más  al  tratamiento  anterior.  Se  reunieron  los 
sobrenadantes y se centrifugaron a 500 x g durante 5 minutos. Las células obtenidas se 
resuspendieron  en  un medio  de  cultivo  de  neuronas,  designado medio  definido.  Una 
alícuota de esta suspensión celular fue mezclada con azul de tripano 0,2 % (p/v) para  la 
determinación tanto de la viabilidad celular como del número de células en la suspensión. 
A  continuación,  las  células  se  sembraron en placas Petri  recubiertas  con poli‐L‐lisina  (1 
µg/cm2), en medio definido  (DMEM‐F12 suplementado con piruvato sódico 1 mM, apo‐
transferrina 100 µg/mL, L‐glutamina 2,5 mM,  insulina 5 µg/mL, penicilina G 50 U/mL   y 
estreptomicina 37,5 U/mL, pH 7,2), a una densidad de 1,0 x105 células/cm2 o, ligeramente 
menor, de 0,8 x105 células/cm2 para experimentos de inmunocitoquímica. 
 
 
 

3.2.2. Preparación de los cultivos tisulares 
 
3.2.2.1. Preparación de los cultivos organotípicos de rodajas de cerebro 
 
Para  los  cultivos  organotípicos  se  emplearon  fetos  de  rata  a  término  (P0).  Para  la 
extracción  de  los  fetos  se  procedió,  inicialmente,  a  la  dislocación  cervical  de  la  rata 
gestante  y,  posteriormente,  a  la  decapitación  de  los  fetos  extraídos  por  rápida 
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histerectomía, colocándolos en una solución salina a 4 °C. Todo el proceso se realizó en 
condiciones de esterilidad. 
Los cerebros fueron extraídos de la cavidad craneal y se colocaron en una solución de PBS 
(NaCl 136 mM, KCl 2,7 mM, NaH2PO4 7,8 mM, y KH2PO4 1,7 mM, pH 7,4), suplementado 
con glucosa al 5 % (p/v), a  4 °C. A continuación, se retiraron las meninges con la ayuda de 
una  lupa  y  los  cerebros  fueron  colocados  en  una  placa  Petri  con medio  L‐15,  a  4  °C. 
Posteriormente los cerebros, sin meninges, se cortaron en rodajas coronales de un grosor 
de  250  µm,  empleando  un  “tissue‐chopper”  descrito  en  el  apartado  de Material.  Se 
separaron  las  rodajas  y  se  transfirieron  a  unos  insertos  estériles,  los  cuales  están 
compuestos por una membrana microporosa de 0,4 µm de diámetro de poro, que queda 
en contacto con una cara del tejido y en flotación sobre el medio de cultivo.  
Se  seleccionaron  las  rodajas  coronales  desde  el  comienzo  de  la  unión  de  los  dos 
hemisferios  cerebrales,  en  su  parte  más  rostral,  hasta  el  engrosamiento  del  cuerpo 
calloso  y  la  aparición  del  hipocampo,  en  su  parte  más  caudal  (Aproximadamente  3 
rodajas por cerebro). Cada  inserto es depositado sobre cada uno de  los pocillos de una 
placa con 6 pocillos, o bien sobre placas de 56 cm2, con medio de cultivo. Se cultivaron 
entre 48 y 72 horas (2‐3 DIV), a 37 °C con un 5 % de CO2. 
 
 

3.2.3.    Preparación de la albúmina libre de ácidos grasos 
 
La  albúmina  empleada  en  los  experimentos  descritos  a  lo  largo  de  esta Memoria  fue 
albúmina  sérica  bovina  libre  de  ácidos  grasos,  testada  para  cultivos  celulares  y 
previamente dializada en solución Elliot (Elliot 1969) (NaCl 122 mM, KCl 4,8 mM, KH2PO4 
0,4 mM, MgSO4 1,2 mM, y CaCl2 1,3 mM, en tampón fosfato sódico 10,8 mM, pH 7,6). 
Para  el  tratamiento  de  la  membrana  de  diálisis  se  siguieron  las  instrucciones  del 
fabricante,  tratando con bases y ácidos,   y se  terminó con un aclarado de  la membrana 
con agua ultrapura durante 15 minutos.  
Se preparó una disolución de albúmina al 10 % (p/v) en la solución de Elliot con calcio, se 
ajustó el pH a 7,37 y se dializó durante 24h con tres cambios de la solución. Después de la 
diálisis se filtró la albúmina y se almacenó en alícuotas a ‐20 °C. 
 
 

3.2.4.    Preparación de los tratamientos empleados en los cultivos 
 
3.2.4.1. Tratamientos en astrocitos 
 

Los astrocitos  fueron  cultivados en DMEM  con  FBS al 10 %  (v/v) durante 14 días para, 
posteriormente,  retirárseles  el  suero  del  medio,  añadiéndose  únicamente  DMEM. 
Previamente a la extracción de proteínas, las placas fueron lavadas con PBS al menos dos 
veces, durante 10 minutos. 
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3.2.4.2. Tratamientos en neuronas 
 
Las  neuronas  fueron  cultivadas  en  medio  definido  (DMEM‐F12  suplementado  con 
piruvato sódico 1mM, apo‐transferrina 20 µg/mL, L‐glutamina 2,5 mM,  insulina 5 µg/mL, 
penicilina  G  50  U/mL,  y  estreptomicina  37,5  U/mL,  pH  7,2),  suplementado  o  no,  con 
albúmina libre de ácidos grasos y dializada (tratada como se indica en el apartado 3.2.3) al 
2 %  (p/v),  y  en  presencia  o  en  ausencia  de  ácido  oleico  50  µM.  Las  incubaciones  se 
llevaron a cabo con una duración de entre 24 y 96 horas (1‐4 DIV). 
El ácido oleico fue disuelto inicialmente en albúmina al 10 %, para preparar una solución 
stock de oleico que luego era diluida en cada placa. 
En  situaciones  puntuales  se  cultivaron  las  neuronas  en  DMEM  con  FBS  10  %  (v/v), 
añadiéndose citosina β‐arabinofuranósido 10 µM. 
 
Cuando se analizaron los efectos de los agonistas e inhibidores de las distintas formas de 
la fosfokinasa C, se prepararon disoluciones stock en medio definido de DCP‐LA 25 mM, 
del inhibidor de PKC‐ε y su control negativo 25 mM, y del péptido inhibidor PKC‐βII 7 mM, 
usándose, en todos  los casos, en una concentración  final en el medio celular de 50 µM. 
Como controles, las células se incubaron con la cantidad equivalente del vehículo utilizado 
en  cada  condición.  Los  reactivos  se  añadieron  al  medio  de  cultivo  inmediatamente 
después  de  la  siembra,  posponiendo  la  adición  del  complejo  albúmina‐ácido  oleico  al 
menos dos horas desde que se añadían los agonistas o inhibidores. En todos los casos los 
tratamientos se mantuvieron sin realizarse ningún cambio de medio durante el resto del 
experimento. 
 
En los casos en los que realizaron experimentos de pérdida de función de manera aguda, 
haciendo uso de  la tecnología del RNA de  interferencia, como en el caso de  los estudios 
para cada una de las “proteínas de unión a ácidos grasos” (FABPs), y  de las isoformas de 
la proteína kinasa C, las neuronas fueron silenciadas con siRNA específicos para cada una 
de las proteínas en el momento de la siembra celular ‐tal y como se describirá con detalle 
en el apartado 3.2.6‐, y se pospuso 6 horas el añadir otros tratamientos, como la adición 
de la albúmina o del complejo albúmina‐ácido oleico, de tal forma que los siRNA hubiesen 
actuado a nivel de mRNA. 
 
 
3.2.4.3. Tratamientos en cultivos organotípicos 
 
De  forma  similar al  caso del  cultivo primario de neuronas,  se utilizaron  tres medios de 
siembra:  un  medio  definido  (similar  al  descrito  en  el  apartado  anterior);  un  medio 
definido suplementado con albúmina libre de ácidos grasos  y dializada al 2 % (p/v); y un 
medio definido suplementado con albúmina al 2 % (p/v), al que se ha añadido ácido oleico 
50 µM. 
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En los casos en los que se trató de determinar la participación de las “proteínas de unión a 
ácidos grasos”, o FABPs, en la diferenciación neuronal, los insertos con la rodaja de tejido 
fueron  colocados  en  un medio  definido  y  en  la media  hora  siguiente  se  les  cambió  el 
medio. En  su  lugar  se cultivaron en un medio con  los  siRNA añadidos. La albúmina y el 
complejo albúmina‐ácido oleico se adicionaron a este medio 6 horas después. 
 
 
3.2.4.4.  Medida  de  la  viabilidad  celular  por  el método  de  reducción  del  bromuro  de 

tiazol azul de tetrazolio MTT 
 
Se  empleó  el método  espectrofotométrico de  reducción del bromuro de  tiazol  azul de 
tetrazolio (MTT), para cuantificar  la viabilidad neuronal en base, fundamentalmente, a  la 
actividad mitocondrial (Deniot & Lang 1986). El fundamento bioquímico está recogido en 
el Esquema 21. Neuronas en cultivo primario, tras recibir el tratamiento correspondiente, 
fueron sometidas al método de MTT  cada 24 horas durante el intervalo de desarrollo del 
experimento, hasta alcanzarse las 96 horas de cultivo. 
Se aspiró el medio de cultivo y  las células se  incubaron con una solución 0,5 mg/mL de 
MTT en medio definido de cultivo, durante 1 hora y 15 minutos a 37 °C, en oscuridad y 
CO2 al 5 %. A continuación se aspiró este medio y se adicionó dimetil sulfóxido (DMSO) y 
se mantuvo 10 minutos en oscuridad y agitación muy suave hasta disolución homogénea 
de los cristales de formazan formados en el paso anterior. Volúmenes de 200 µL de cada 
condición se transfirieron a una placa de 96 pocillos y se midió su absorbancia a 570 nm 
en un espectrofluorímetro de placas. 
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Se realizó una calibración simultánea frente a placas con neuronas sembradas en medio 
definido y densidad creciente de 0,5, 0,75, 1 y 1,5 x105 células/cm2, sometidas al mismo 
procedimiento  y  controles positivos de  células  cultivadas  en DMEM  suplementado  con 
FCS 10 %  (v/v), así como controles negativos de células cultivadas en medio definido al 
que se han adicionado  50 µL de DMSO inmediatamente después de la siembra. 
 
 
3.2.4.5. Medida temprana mediante el método de  la AnexinaV de  la muerte producida 

por apoptosis  
 
La fosfatidilserina  es un fosfolípido de membrana que se localiza en las células sanas en la 
cara  citoplasmática  de  la  membrana.  Sin  embargo,  en  las  células  apoptóticas  la 
fosfatidilserina se transloca desde el interior hasta el exterior de la membrana, quedando 
así  expuesta  al medio  extracelular.  La  AnexinaV  es  una molécula  capaz  de  unirse  a  la 
fosfatidilserina cuando ésta se ha visto desplazada hasta la cara externa de la membrana, 
por lo que si se encuentra conjugada con algún tipo de fluoróforo, permite, en el caso de 
cultivos  celulares,  identificar  las  células  que  se  encuentran  en  una  fase  temprana  de 
apoptosis, antes de  la fragmentación nuclear. Además,  la adición de yoduro de propidio 
(IP) al medio  con  las  células  sin  fijar, nos permite  identificar aquellas  células que van a 
morir por un proceso de necrosis y que presentan rupturas en su membrana, ya que estas 
células incorporan el yoduro de propidio, que puede ser detectado por fluorescencia en la 
región roja del espectro (Ver Esquema 22). 
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En  nuestros  cultivos  primarios  de  neuronas  empleamos  AnexinaV,  marcada  con  el 
fluoróforo FITC, que emite en verde, y yoduro de propidio que emite en rojo.   
El protocolo  empleado consiste en lavar las células con PBS a 37 °C una vez, e incubar con 
un  tampón  específico  para  favorecer  la  unión  de  la  Anexina  V  ‐  fosfatidilserina  y  que 
contiene  Ca2+,  durante  10  minutos  (“Binding  Buffer”  incluido  en  el  kit  comercial, 
Inmunostep). Posteriormente, se incubaron con el mismo tampón en el que se ha diluido 
Anexina V – FITC (5:100) y yoduro de propidio (5:100), durante 15 minutos con agitación 
muy  suave.  Pasado  el  tiempo  de  incubación  se  lavaron  con  PBS  (3  x  10 minutos)  con 
mucho  cuidado  y  se  fijaron  con  paraformaldehído  al  4 %  (p/v)  durante  20 minutos  a 
temperatura ambiente. A continuación, se volvieron a lavar con PBS (2 x 10 minutos) y se 
añadió el colorante para  teñir núcleos DAPI  (1,25 µg/mL) durante 2 minutos, se  lavaron 
con  PBS  y  se montaron  utilizando  como medio  de montaje  SlowFade Gold  (“SlowFade 
Gold  antifading  reagent”,  Invitrogen).    Las  células  se  observaron  por  microscopía  de 
fluorescencia y se tomaron fotos de 10 campos por placa de 35 mm de diámetro con el 
objetivo de 20x. 
Se  contó  el  número  de  células  Anexina  V  positivas  (Anexina  V  +),  yoduro  de  propidio 
positivas  (IP+) y dobles positivas, analizándose  la  relación entre su número y el número 
total de células contadas por campo, con ayuda del programa de análisis de imagen Image 
J y otros programas para el análisis estadístico. 
 
 
3.2.4.6.  Medida mediante el método de TUNEL de la muerte por apoptosis   
 
La técnica de TUNEL permite  la  identificación de cuerpos apoptóticos. En general, es un 
método que indica apoptosis en estadíos tardíos de células que, claramente, van a morir 
por apoptosis de manera irreversible. 
Consiste en marcar los extremos mellados de DNA con desoxiuridintrifosfato nucleótidos 
(dUTP)  biotinilados, mediante  la  acción  enzimática  de  la  desoxinucleotidil  transferasa 
terminal. 
La  detección  de  cuerpos  apoptóticos  en  cultivos  primarios  de  neuronas  se  realizó  en 
células fijadas con paraformaldehido 4 % (p/v) durante 15 minutos. Después, se  lavaron 
las células con tampón fosfato salino (PBS) 0,1 M, pH 7,4, tres veces durante 10 minutos. 
A continuación se permeabilizaron con etanol frío (‐20 °C), durante 5 minutos. Entonces, 
se lavaron de nuevo con PBS (3 x 10 minutos) y se procedió a realizar la técnica de TUNEL 
propiamente,  tal y  como  se decribe en  la  literatura  (Gascon et al. 2005).  Las  células  se 
sumergieron  en  el  tampón  TUNEL  (Tris‐HCl  30 mM,  pH  7,2;  cacodilato  sódico  0,14 M; 
CoCl2 1 mM y Triton X‐100 al 0,3 % (p/v)). Transcurridos los 30 minutos, las células fueron 
incubadas durante 2 horas a 37  °C con el  tampón TUNEL, que contiene 800 U/mL de  la 
enzima  transferasa  terminal y biotina‐16‐2’‐desoxiuridina‐5’‐trifosfato 1 µM. La  reacción 
se finalizó con la adición del tampón SCC (cloruro sódico 0,15 M, y citrato sódico 15 mM, 
pH 7,0). Tras volver a lavar las células con PBS (3 x 10 minutos), se incubaron en oscuridad 
a  temperatura  ambiente,  con  estreptavidina  conjugada  con  cianina  2  (Cy2),  a  una 
concentración  1:500  (Jackson)  y  se  contratiñeron  con  yoduro  de  propidio  (IP)    1:2000. 
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Después de volver a lavar con PBS se procedió a montar con medio de montaje “SlowFade 
Gold”. 
Además de con células de cultivo primario, también se utilizó este método con rodajas de 
cultivos  organotípicos.  En  este  caso,  las  secciones  fueron  post‐fijadas  con 
paraformaldehido 4 % (p/v) durante 20 minutos. Después de  lavar  las secciones con PBS 
(3 x 10 minutos), se  trataron con etanol/ácido acético  (2:1) a  ‐20  °C durante 5 minutos. 
Tras este tratamiento y los posteriores lavados con PBS, las rodajas se permeabilizaron a 
temperatura  ambiente durante 15 minutos,  con Triton X‐100  al 0,2 %  (p/v), diluido en 
citrato sódico al 0,1 % (p/v) en agua destilada. La parte posterior del protocolo es similar a 
la seguida en las muestras del cultivo primario, es decir, incubando con el tampón TUNEL 
durante 30 minutos y, posteriormente,  con  la mezcla del  tampón TUNEL al que  se han 
añadido  la  enzima  transferasa  terminal  y  los  dUTP  biotinilados.  La  finalización  de  la 
reacción,  también  se  llevó  a  cabo  con  tampón  SSC  y  se  reveló  con  estreptavidina 
fluorescente, contratiñendo con  IP. Las rodajas, debido a su grosor,    tras ser extendidas 
cuidadosamente sobre un porta, se montaron con el medio gelificante Mowiol –véase el 
apartado 3.2.9.1, correspondiente a  inmunofluorescencia‐. 
 
 

3.2.5.  RT‐PCR 
 
3.2.5.1. Extracción del RNA total de los cultivos 
 
La extracción del RNA total de  las células en cultivo, de  las rodajas o de  los cerebros, se 
llevó  a  cabo  con  Trizol,  siguiendo  las  indicaciones  dispuestas  por  la  casa  comercial. 
Posteriormente,  se  añadieron  0,2  volúmenes  de  cloroformo  por  volumen  de  Trizol,  se 
agitó vigorosamente  la mezcla durante 15 segundos y, después de una  incubación de 3 
minutos en reposo, todas las muestras se centrifugaron a 12 000 x g durante 15 minutos. 
Una  vez  recogida  la  fase  acuosa,  se precipitó  el RNA por  adición de 0,5  volúmenes de 
alcohol  isopropílico. Las muestras se  incubaron durante 10 minutos y se centrifugaron a 
12  000  x  g durante  10 minutos.  Posteriormente  se  retiró  el  sobrenadante  y  se  lavó  el 
precipitado de RNA con un volumen de etanol al 75 %. A continuación,  las muestras se 
agitaron y se centrifugaron a 7500 x g durante 5 minutos, a 4 °C. El precipitado de RNA se 
dejó secar parcialmente a temperatura ambiente y se redisolvió en H2O‐DEPC, agua estéril 
a la que se había añadido dietil‐pirocarbonato (DEPC), un agente para evitar la acción de 
las  RNAsas,  y  se  incubó  durante  10  minutos  a  55  °C.  Por  último,  se  añadieron  0,05 
volúmenes del inhibidor de RNAsas por cada volumen resuspendido. 
 
 
3.2.5.2. Cuantificación del RNA 
 
La  calidad  del  RNA  se  verificó  tras  una  electroforesis  en  gel  de  agarosa  al  1 %  (p/v), 
comprobándose  la presencia de  las bandas de RNA  ribosómico  (18S y 28S). Además, el 
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RNA se cuantificó por espectrofotometría a 260 nm y se comprobó  la calidad del mismo 
por la relación de absorbancias 260/280 nm. 
 
 
3.2.5.3. Transcripción inversa (Retrotranscripción, RT) 
 
La realización de  la transcripción del RNA total a DNA complementario (cDNA) se realizó 
utilizando  la  transcriptasa  “SuperScript  II”,  siguiendo  las  indicaciones  del  fabricante. 
Brevemente,  1  µg  de  RNA  total  se  mezcló  con  200  ng  de  cebadores  hexaméricos 
aleatorios  (“random hexamer primers”) en un volumen  total de 11 µL de H2O‐DEPC. La 
mezcla fue incubada durante 10 minutos a 70 °C y seguidamente enfriada en un baño de 
hielo durante 2 minutos. A continuación, se añadieron 9 µL de una mezcla compuesta por 
5  µL  del  tampón  de  la  transcriptasa,  1  µL  de  transcriptasa  “SuperScript  II”,  1  µL  de  la 
mezcla de desoxirribonucleótidos (dNTPs) 10 mM, 1 µL del inhibidor de RNAsas y 1 µL de 
ditiotreitol (DTT), otro agente desnaturalizante que inhibe la acción de RNAsas.  
La  reacción de  retrotranscripción  se  llevó a cabo en un  termociclador y consistió en un 
paso inicial de anillamiento (10 minutos a 20 °C), seguido de elongación (45 minutos a 42 
°C)  y  desnaturalización  (5 minutos  a  99  °C).  Al  final  de  la  reacción  la  temperatura  se 
mantuvo a 6 °C. Finalizada la reacción, el volumen se completó hasta 50 µL con H2O‐DEPC. 
 
 
3.2.5.4. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
 
Para la amplificación por PCR del cDNA del gen de interés, se utilizó la polimerasa de DNA 
Taq.  La mezcla de  reacción  estaba  formada por  2 µL de  cDNA molde,  0,4 mM  de una 
pareja  de  cebadores  específicos,  0,2  mM  de  una  mezcla  con  desoxirribonucleótidos 
(dNTPs), 1 U de  la “Polimerasa DNA Taq”, 5 µL del tampón de  la polimerasa y 2 mM de 
MgCl2, en un volumen final de 50 µL.  
El programa de PCR consistió en una etapa de desnaturalización (5 minutos con ciclos de  
desnaturalización de 45  segundos  a 94  °C), una  etapa de  anillamiento  (30  segundos)  y 
extensión (90 segundos a 72 °C) y una extensión final de 10 minutos a 72 °C. El número de 
ciclos, la temperatura de anillamiento y la secuencia de los cebadores utilizados, depende 
de cada gen de interés y se especifica en la Tabla 3.2. 

 
 
 

TABLA 3.2. Condiciones de la PCR y secuencia de nucleótidos de los cebadores 
Gen diana 
(ref.) 

Nombre  Cebadores 
Tamaño 
amplicón 

Temperatura 
anillamiento 

Ciclos 

β‐actina  b‐actin‐f  5'‐gagcaccctgtgctgctcaccgagg 
310 pb  60 °C  30 

(NM_031144)  b‐actin‐r  5'‐gtggtggtgaagctgtagccacgct 
fabp5  FABP5‐f  5'‐cgtctggtggaaagccacggg 

255 pb  75 °C  40 
(NM_145878)  FABP5‐r  5'‐ctggaccagggcaccgtctgt 
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3.2.5.5. Electroforesis de DNA 
 
Los productos de PCR fueron analizados mediante una electroforesis de DNA en un gel de 
agarosa del 1 ò 2 % (p/v), en tampón TAE (0,04 M Tris acetato y 1 mM EDTA, pH 8,3), en 
presencia  de  bromuro  de  etidio  al  0,005  %  (v/v).  Los  productos  de  PCR  fueron 
fotografiados con un transiluminador de luz ultravioleta que tiene acoplada una cámara y 
una video‐impresora. Se utilizó como control de referencia la electroforesis simultánea de 
los productos de cada muestra para el gen de β‐actina, como un control de carga. 
 
 

3.2.6. Transfección con RNAs de interferencia específicos de cadena corta (siRNA) 
 
La  inhibición de  la expresión de  las proteínas de  interés, además de usando  inhibidores 
químicos  en  alguno  de  los  casos,  se  consiguió  transfectando  las  células  con  RNAs  de 
interferencia de cadena corta  (siRNAs), con  secuencias específicas para cada una de  las 
proteínas  de  interés.  En  las  neuronas  se  silenció  la  expresión  de  las  distintas  FABPs 
presentes  en  el  Sistema  Nervioso  Central,  FABP‐3,  FABP‐5  y  FABP‐7;  así  como  las 
isoformas  de  la  PKC,  alpha  y  épsilon,  mientras  que  en  los  cultivos  organotípicos  se 
silenciaron exclusivamente  las formas de las FABPs. 
Los siRNAs, en  forma de doble cadena, se  resuspendieron en agua  libre de nucleasas, a 
una concentración inicial de 30 µM y se utilizaron a una concentración final de 75 nM en 
el  caso  de  las  neuronas,  o  de  50  nM  en  el  caso  de  las  rodajas  organotípicas.  Las 
transfecciones se realizaron con el reactivo Lipofectamina 2000, siguiendo las indicaciones 
de  la casa comercial, utilizándose, en todos  los casos, 2,5 µL del reactivo de transfección 
por 1 mL de volumen final. 
 

TABLA 3.3a. Secuencia de nucleótidos de los siRNA 

Proteína  Nombre  siRNA (5'>3')  Cadena sentido 
(5'>3') 

Cadena antisentido 
(5'>3') 

FABP3 

Fabp31‐
[199] 

CACAGTACCTTCAAGAACA  CACAGUACCUUCAAGAACAtt UGUUCUUGAAGGUACUGUGtt

Fabp32‐
[310] 

CTGGTCCATGTGCAGAAGT  CUGGUCCAUGUGCAGAAGUtt ACUUCUGCACAUGGACCAGtt

Fabp33‐
[357] 

GGAACTAAGTGATGGGAAA  GAGAACUAAGUGAUGGGAAtt UUUCCCAUCACUUAGUUCCtt

FABP5 

Fabp51‐
[291] 

GAGACGGTCTGCACCTTCA  GAGACGGUCUGCACCUUCAtt UGAAGGUGCAGACCGUCUCtt

Fabp52‐
[348] 

AAAGAAAGCACGATAACGA  AAAGAAAGCACGATAACGAtt UCGUUAUCGUGCUUUCUUUtt

Fabp53‐
[394] 

TGGAGTGCGTCATGAACAA  UGGAGUGCGUCAUGAACAAtt UUGUUCAUGACGCACUCCAtt

FABP7 

Fabp71‐
[324] 

GTAAGTCTGTGATTCGGTT  GUAAGUCUGUGAUUCGGUUtt AACCGAAUCACAGACUUACtt

Fabp72‐
[348] 

GAGACAAGCTCATTCATGT  GAGACAAGCUCAUUCAUGUtt ACAUGAAUGAGCUUGUCUCtt

Fabp73‐
[390] 

CAAATTGTGTCAGAGAAAT  CAAAUUGUGUCAGAGAAAUtt AUUUCUCUGACACAAUUUGtt
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TABLA 3.3b. Secuencia de nucleótidos de los siRNA 
Proteí
na    Nombre  siRNA (5'>3') 

Cadena sentido 
(5'>3') 

Cadena antisentido 
(5'>3') 

GAPDH  Gapdh  GGTCATCCATGACAACTTT  GGUCAUCCAUGACAACUUUtt  AAAGUUGUCAUGGAUGACCtt 

PKC‐α  PKCalpha  AAACACAAGTTCAAAATCCAC  AACACAAGUUCAAAAUCCACtt GUGGAUUUUGACUUGUGCUUtt 

PKC‐ε  PKcepsilon  GCCCCTAAAGACAATGAAG  GCCCCUAAAGACAAUGAAGtt  CUUCAUUGUCUUUAGGGGCtt 

 

 
 

M
A

TE
R

IA
L 

Y 
M

ÉT
O

D
O

S 



 
74 

En  los cultivos primarios de neuronas y en  los cultivos organotípicos,  las  transfecciones 
con siRNA se realizaron inmediatamente después de la siembra, incubándose, pasadas las 
6 horas con albúmina o el complejo albúmina‐ácido oleico, hasta cumplirse los tiempos de 
cada experimento. El medio con el agente de transfección se mantuvo hasta el  final del 
experimento.  
 
En todos los casos se utilizó un control de la transfección, empleándose una secuencia de 
siRNA que carece de mRNA diana y designada NT‐RNA (“non‐target RNA”).  Las secuencias 
de los siRNA (cadena sentido 5’   3’) se resumen en la Tablas 3.3.a y 3.3.b. En el análisis 
de cada una de  las FABPs  se probaron  tres  secuencias. En  las  tablas  se  resaltan con un 
color  morado  cada  una  de  las  secuencias  que  mejores  resultados  produjeron  en  el 
silenciamiento de cada una de las proteínas estudiadas. 
 
Para  la optimización de  las condiciones de transfección de siRNA se partió del protocolo 
descrito por   Bento‐Abreu y colaboradores  (Bento‐Abreu, A et al. 2007), y  las células se 
transfectaron con distintas concentraciones (concentración final en el medio: 50 ó 75 nM) 
de un  siRNA  validado  contra GAPDH  y  variando  también  las    cantidades del  agente de 
transfección (1, 2 ó 3 µL Lipofectamina 2000/mL medio de cultivo).  
 
 
 

3.2.7. Obtención y preparación de los cortes histológicos 
 
3.2.7.1. Fijación del tejido 
 
Los animales fueron anestesiados con una solución compuesta por ketamina (120 µg/g de 
peso corporal) y xilacina (10 µg/g de peso corporal) en solución salina 0,9 %. El efecto de 
la  anestesia  se  comprobó  por  la  ausencia  de  reflejo  parpebral.  Los  animales  se 
perfundieron a  través de  la aorta ascendente, mediante una bomba peristáltica con un 
flujo de 2‐3 mL /min dependiendo de la edad de los animales. Inicialmente se lavó el árbol 
vascular con solución salina (o PBS) durante 1 minuto, previa inyección intracardíaca de 3 
U de heparina sódica. La perfusión se continuó con solución fijadora (paraformaldehído al 
4 % (p/v) en PBS) durante 15 minutos. 
Posteriormente se procedió a  la extracción de  los cerebros, que se  lavaron en PBS para 
eliminar  el  exceso  de  fijador,  y  se  sumergieron  secuencialmente  en  soluciones  
crioprotectoras de sacarosa en concentraciones crecientes hasta el 30 %  (p/v) en PBS y 
agitación, a 4 °C, hasta el definitivo hundimiento del cerebro en la solución. 
Posteriormente  se  congelaron  con  nitrógeno  líquido,  encastrados  previamente  en  un 
compuesto  específico  para  bloquear  y  rodear  al  tejido,  así  como  mantener  el  tejido 
congelado en óptimas condiciones para su posterior corte (denominado comercialmente  
OCT,  con base de un alcohol polivinílico y carbowax), y fueron etiquetados y almacenados 
a ‐80 °C hasta su procesamiento posterior. 
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3.2.7.2. Obtención de los cortes histológicos 
 
Los  bloques  de  cerebro  encastrados  en  OCT  se  cortaron  en  un  criostato  a  una 
temperatura aproximada de ‐22 °C, en secciones de 40 µm de grosor, en planos coronales. 
Las secciones fueron recogidas sobre portaobjetos recubiertos con poli‐L‐lisina. 
Las  secciones  se  distribuyeron  de  manera  consecutiva  en  el  portaobjetos  y  fueron 
almacenadas a ‐20 °C hasta su procesamiento o tinción posterior. 
 

 
3.2.8. Determinación de la expresión de proteínas mediante análisis de transferencia 

tipo Western‐blot 
 
El  análisis  de  la  expresión  de  proteínas  por  transferencia  tipo Western‐blot  se  realizó 
mediante  electroforesis  vertical  en  geles  de  poliacrilamida,  en  presencia  de  SDS  (SDS‐
PAGE). 
 
3.2.8.1. Extracción de proteínas de neuronas 
 
Las  neuronas  se  lavaron  dos  veces,  durante  5 minutos  con  una  solución  de  PBS,  y  se 
lisaron con una  solución de extracción de proteínas compuesta por: Tris‐HCl 5 mM  (pH 
6,8), SDS al 2 %  (p/v), EDTA 2 mM, EGTA 2 mM, PMSF 1 mM, una mezcla comercial de  
inhibidores de proteasas (Cocktail III, Calbiochem) 1:100 (v/v), NaF 1 mM y ortovanadato 
0,1 mM.  Los  lisados  se  centrifugaron  a  14  000  x  g  durante  15 minutos,    a  4  °C  y  se 
almacenaron a ‐80 °C. 
 
 
3.2.8.2. Extracción de proteínas de astrocitos 
 
Las  células  se  lavaron  con  PBS  a  4  °C  y  se  lisaron  con  una  solución  de  extracción  de 
proteínas compuesta por: Tris‐HCl 50 mM (pH 8), NaCl 150 mM, Triton X‐100 al 1 %, azida 
sódica al 0,02 %, EDTA 2 mM, EGTA 2 mM, PMSF 1 mM, y cocktail inhibidor de proteasas 
III 1:100  (v/v). Los  lisados se centrifugaron a 14 000 x g durante 10 minutos a 4  °C y se 
almacenaron a ‐80 °C. 
 
 
3.2.8.3. Extracción de proteínas de las rodajas del cultivo organotípico 
 
Cada  rodaja  colocada  en  el  inserto  fue  recogida  de  forma  individual  y  pasada  a  un 
eppendorf y estéril en un volumen de 70 µL de una solución de extracción de proteínas 
compuesta por: Tris‐HCl 5 mM (pH 6,8), SDS al 2 % (p/v), EDTA 2 mM, EGTA 2 mM, PMSF 1 
mM, cocktail inhibidor de proteasas III 1:100 (v/v), NaF 1 mM y ortovanadato 0,1 mM. La 
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rodaja fue homogenada tratando de evitar la producción de espuma y calentando a 60 °C 
durante 5 minutos. A continuación, los lisados fueron centrifugados a 15 000 x g  durante 
15 minutos a 4 °C y, posteriormente, se almacenaron a ‐80 °C. 
 
3.2.8.4. Cuantificación de proteínas 
 

3.2.8.4.1. Método Bradford 
 
Se  siguió el protocolo general del método Bradford  (Bradford 1976). Una alícuota de  la 
muestra de proteínas se diluyó mil veces en agua ultrapura. De esa dilución se tomó un 
volumen de 800 µL y se  le añadieron 200 µL del reactivo de Bradford. Se agitó  la mezcla 
en un vórtex y se dejó   a temperatura ambiente durante 10 minutos. A continuación se 
procedió a medir  la absorbancia a 595 nm. La concentración de proteínas se determinó 
extrapolando en una recta patrón, realizada simultáneamente con disoluciones entre 1 y 
25 µg/mL de albúmina sérica bovina. 
 
 

3.2.8.4.2. Análisis en el fluorímetro Qubit con el kit de análisis de proteínas 
 
Este método  se  basa  en  la  unión  selectiva  a  proteínas,  en  este  caso,  de  un  reactivo 
fluorescente  proporcionado  por  el    kit  de  determinación,  sin  que  interfieran  en  la 
medición  ácidos  nucleicos  o  sustancias  tales  como  el  DTT  o  el  mercaptoetanol.  La 
cuantificación se realiza en un espectrofluorímetro, modelo Qubit (Invitrogen), el cual ya 
está  adaptado  para  el  reactivo  del  kit  correspondiente  a DNA,  RNA  o  proteínas  de  su 
misma  casa  comercial  –longitudes  de  onda  utilizadas  no  indicadas  en  los manuales  de 
uso‐. 
El protocolo de uso  consiste  en  la dilución  1:200 del  reactivo  fluorescente Qubit  en  el 
tampón  de medida  proporcionado  por  la  casa  comercial,  para  preparar  la mezcla  de 
trabajo. A  continuación,  se  realiza una  curva patrón  con estándares de albúmina  sérica 
bovina también proporcionados por la casa comercial, en los que se prepara un volumen 
final de 200 µL diluyendo 10 µL de los estándares en 190 µL de la mezcla de trabajo en un 
eppendorf  de  0,5  mL  adecuado  para  la  longitud  de  onda  empleada  en  la  medición 
(“assays  tubes”,  Invitrogen). Se agita en un vortex durante un par de segundos, se deja 
incubando  a  temperatura  ambiente  durante  15  minutos  y  después  se  mide  en  el 
fluorímetro, modelo Qubit, con la opción de análisis para proteínas (Ver esquema adjunto 
en el Esquema 24).  
Las  muestras  son  analizadas  de  forma  similar,  diluyendo  1‐20  µL  de  muestra  en  un 
volumen  final de 200 µL de mezcla de  reacción, agitando y dejando reposar durante 15 
minutos. 
La cuantificación se realiza,  igual que en el caso del método Bradford, por extrapolación 
de los resultados de las muestras con la curva patrón ‐de los estándares‐. 
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3.2.8.4.3. Análisis en un nanofotómetro 
 
Este  método  se  basa  en  la  medida  con  ayuda  de  un  nanofotómetro  (IMPLEN)  de 
absorbancia en la región del ultravioleta (A 260nm) de proteínas purificadas. 
El método es de fácil uso al consistir en la medida directa de una gota de 2 µL de muestra 
en  la misma  superficie del nanofotómetro y  cálculo directo de  la  cantidad de proteína. 
Tiene el inconveniente de tener cierta imprecisión, debida a la no completa discriminación 
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de ácidos nucleicos de muestras no purificadas. En ningún caso fue utilizada con muestras 
de tejido. 
 
 
3.2.8.5. Preparación de los geles de poliacrilamida 
 
La  electroforesis  en  geles  de  poliacrilamida  se  realizó  en  geles  de  grosor  de  1,5 mm, 
compuestos por un gel de separación dividido en dos partes (7,5 % de poliacrilamida en la 
parte superior y 15 % en la parte inferior, a fin de separar las proteínas de 15 kDa) y por 
un gel de concentración  (4 % de poliacrilamida) que se dispone en el último paso de  la 
preparación de los geles, sobre el gel de separación. 
El gel de separación estaba compuesto por Tris‐HCl 0,375 M(pH 8,8), acrilamida/Bis al 7,5 
ò 15 % (p/v), SDS al 0,1 % (p/v), persulfato de amonio (AMPS) al 0,05 % (p/v) y N,N,N’,N’‐
tetrametilendiamino (TEMED) al 0,05 % (p/v).  El gel de concentración estaba compuesto 
por Tris‐HCl 0,125 M (pH 6,8), acrilamida/Bis al 4 % (p/v), SDS al 0,1 % (p/v), AMPS al 0,05 
% (p/v) y TEMED al 0,05 % (p/v). 
Asimismo,  se  utilizaron  geles  comerciales  preparados  NuPAGE  4‐12  %  que  solamente 
requirieron  de  un  lavado  previo  con  agua  ultrapura  y  un  equilibrado  posterior  en  el 
tampón de electroforesis. 
 
 
3.2.8.6. Preparación de las muestras para la electroforesis 
 
En  las  electroforesis  SDS‐PAGE  se  utilizaron  30  µg  de  proteínas,  resuspendidas  en  un 
tampón  Laemmbli  4x  (Tris‐HCl    0,18  M  y  pH  6,8;  glicerol  5  M;  SDS  3,7  %  (p/v);  β‐
mercaptoetanol 0,6 M ó DTT 9 mM y  azul de bromofenol (BB) 0,04 % (v/v)). La mezcla se 
hirvió durante 5 minutos y, tras realizar una rápida centrifugación, se mantuvo en hielo a 
4 °C. 
En el caso de  los geles pre‐hechos NuPAGE, se prepararon  las muestras en un volumen 
final de 20 µL, añadiéndose 5 µL de un tampón de carga comercial NuPAGE (“LDS Sample 
buffer  4x”,  Invitrogen),  2 µL de un  agente  reductor NuPAGE  (DTT    500 mM),  y  agua  y 
cantidad  de  proteína  suficiente  hasta  completar  el  volumen  indicado.  En  este  caso  las 
muestras  fueron  calentadas  en  los  geles  hasta  70  °C  durante  10  minutos  para  su 
desnaturalización, cargándolas inmediatamente después. 
 
 
3.2.8.7. Electroforesis de las muestras para la electroforesis 
 
En todas  las electroforesis SDS‐PAGE se utilizó un tampón para sumergir  los electrodos y 
los geles, compuesto por Tris 25 mM y glicina 0,19 M (pH 8,3), con SDS al 0,1 % (p/v). Las 
muestras se aplicaron en  los distintos pocillos del gel,  incluyendo un marcador de masas 
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moleculares  comercial  (BioRad,  con bandas: 10, 15, 20, 25, 37, 50, 75, 100, 150  y 200 
kDa). 
En  el  caso  de  las  electroforesis  con  geles  NuPAGE,  las  condiciones  también  eran 
desnaturalizantes, pero  se utilizó un  tampón de  separación  recomendado por  la propia 
casa  comercial  (“NuPAGE MOPS  SDS  Running  Buffer”,  Invitrogen)  con  un  antioxidante 
añadido en la mezcla que cubre los pocillos del gel. 
Las electroforesis se realizaron a  temperatura ambiente, a voltaje constante  (entre 70 y 
110 V, dependiendo de  las proteínas a  separar y el  tipo de gel empleado) y durante el 
tiempo necesario para lograr una buena separación de las proteínas, según la posición de 
las bandas del marcador de masa molecular. 
 
 
3.2.8.8. Electrotransferencia 
 
Las  proteínas  separadas  se  transfirieron  del  gel  de  poliacrilamida  a  una membrana  de 
nitrocelulosa de 0,45 µm de tamaño de poro.  
La  transferencia  habitual  fue  de  tipo  “húmedo”,  empleando  como  tampón  de 
transferencia una solución con la siguiente composición: Tris 25 mM y glicina 0,19 M (pH 
8,6), con SDS al 0,1 % (p/v) y metanol al 10 % (v/v). Para la electrotransferencia se aplicó 
un  voltaje  de  90  V,  durante  120  minutos  a  4  °C,  de  manera  que  las  proteínas  se 
transfiriesen  hasta  la membrana  al  verse  atraídas  por  la  carga  eléctrica  positiva    de  la 
misma,  quedando inmovilizadas en la misma posición que ocupaban en el gel. 
La  transferencia  también  se  realizó de  forma  semiseca, haciendo uso de un dispositivo 
iBlot (Invitrogen), preferentemente en los casos de transferencia de proteínas de medio y 
bajo peso molecular y con  los geles pre‐hechos. En este caso el gel con  las proteínas era 
incubado  durante  10‐15  minutos  con  un  tampón  de  equilibrado,  para  optimizar  la 
transferencia de proteínas de medio y alto peso molecular, compuesto por la solución de 
transferencia NuPAGE, a  la que se ha añadido antioxidante 1:1000 NuPAGE y metanol al 
10 % (v/v). A continuación, se coloca el gel en contacto con la membrana de nitrocelulosa 
en el dispositivo  iBlot y se transfieren  las proteínas durante 12 minutos, en el programa 
de voltaje fijo a 25 V. 
 
 
3.2.8.9. Visualización de las proteínas y bloqueo de la membrana 
 
La  transferencia de  las proteínas a  la membrana  se controló mediante  tinción con Rojo 
Ponceau al 5 %  (v/v). A continuación  la membrana se  lavó con TBS‐T  (Tris‐base 20 mM, 
NaCl  500  mM  y  pH  7,5,  con  Tween  20PS  (Panreac)  0,1  %  (v/v)),  hasta  la  completa 
desaparición de la tinción del colorante. 
Posteriormente,  la membrana  se bloqueó, durante 1 hora a  temperatura ambiente con 
una solución de leche desnatada en polvo al 7 % (p/v) en TBS‐T. 
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3.2.8.10. Inmunodetección 
 
Para detectar  las proteínas en  la membrana,  se  incubó ésta  con el anticuerpo primario 
contra  la proteína de  interés, 1‐2 horas a temperatura ambiente o toda  la noche a 4 °C.  
Los anticuerpos primarios utilizados, cuyas características están recogidas en el apartado 
de material,  se emplearon  con  las  siguientes diluciones: anti‐GAP43  (1:500), anti‐MAP2 
(1:500),  anti‐GAPDH  (1:4000),  anti‐α‐tubulina  (1:2000),  anti‐TUJ‐1  (1:1000),  anti‐FABP3 
(1:500),  anti‐FABP5  (1:1000),  anti‐FABP7  (1:500),  anti‐PKC‐α  (1:40000),  anti‐PKC‐ε 
(1:2000).  
Los anticuerpos primarios se prepararon generalmente en una solución   compuesta por 
FBS  al  10  %  (v/v),  azida  sódica  0,02  %  (p/v)  y  lisina  0,1 M  (denominada  solución  de 
anticuerpos),  exceptuando  el  anticuerpo  policlonal  de  conejo  anti‐PKC‐ε,  preparado  en 
leche 5 % en TBS‐T. 
A continuación y  tras una  serie de  lavados con TBS‐T,  las membranas  fueron  incubadas  
con  un  anticuerpo  secundario  contra  inmunoglobulina  de  ratón  (1:5000)  o  conejo 
(1:10000),  conjugados  con  peroxidasa,  durante  1  hora  a  temperatura  ambiente.  Los 
anticuerpos secundarios se utilizaron en solución TBS (Tris‐base 20 mM, NaCl 500 mM y 
pH 7,5). En este momento se forma un complejo proteína‐anticuerpo primario‐anticuerpo 
secundario conjugado. 
La inmunodetección se realizó mediante quimioluminiscencia. En este sistema, el sustrato 
quimioluminiscente,  Luminol,  añadido  a  las membranas,  es  oxidado  por  la  peroxidasa 
conjugada con el anticuerpo secundario, en presencia del sustrato peróxido de hidrógeno 
(H2O2),  en  condiciones  alcalinas.  Inmediatamente  después  de  la  oxidación,  el  Luminol 
excitado decae a su estado fundamental, emitiendo radiación luminiscente. La luz emitida 
es detectada por exposición a una película de autorradiografía, siendo la señal producida 
por  la  luz  proporcional  a  la  cantidad  de  proteína  presente  en  la  membrana,  en 
condiciones  de  exposición  por  debajo  de  la  saturación.  El  revelado  de  las  bandas 
detectadas por  la película se  realizó manualmente, con  líquidos de  revelado  fotográfico 
detallados en el apartados de material y productos. 
Finalmente, se cuantificaron  las bandas en  las películas de autorradiografía, mediante su 
escaneado en un escáner de doble haz y un programa informático de análisis de imagen. 
 
 
 

3.2.9. Inmunofluorescencia 
 
La  localización  celular de determinadas proteínas en  los  cultivos primarios, así  como  la 
identificación de células positivas para el marcaje con el anticuerpo para esas proteínas en 
determinadas regiones histológicas, se realizó por inmunomarcaje.  
Tanto en el caso de los cultivos primarios como, especialmente, en las muestras de tejido 
cultivado  o  secciones  coronales  de  cerebro,  se  realizaron  determinados  controles  para 
minimizar o reducir las inespecificidades de la señal obtenida. Los controles de la técnica 
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realizados en todos los casos fueron: (i) La omisión del anticuerpo primario en la primera 
incubación,  para  detectar  posibles  uniones  inespecíficas  del  anticuerpo  secundario  al 
tejido;  (ii)  la  eliminación  del  anticuerpo  secundario  fluorescente  para  detectar  posible 
autofluorescencia del tejido. 
 
 
3.2.9.1. Preparación del medio gelificante y preservador de la fluorescencia, Mowiol 
 
Primero se prepara el medio gelificante, para lo cual se disolvieron 2,4 g de Mowiol 4‐88 
en  6  g  de  glicerol  con  agua  destilada,  durante  12  horas  a  temperatura  ambiente. A  la 
mezcla ya disuelta se añade tampón Tris‐HCl 0,2 M y pH 6,8 y se calienta 10 minutos a 50 
°C, agitando hasta disolver el Mowiol. Después se centrifuga  15 minutos a 5000 rpm y se 
congelan alicuotas a ‐20 °C.  
Previamente a su uso, se añadió el preservador de la fluorescencia n‐propilgalato al 10 % 
(p/v), para evitar su oxidación, y se centrifugó 4 minutos a 4000 rpm. 
 
    
3.2.9.2. Inmunocitoquímica 
 
En  los  casos en  los que  se quiso  analizar  la  actividad mitocondrial de  las  células, éstas 
fueron  incubadas,  previamente  a  la  fijación,  con  un  colorante  fluorescente  específico 
“MitoTracker” (Invitrogen) 3 µM, durante 30 minutos a 37 °C. 
Las células se  fijaron con paraformaldehído al 4 %  (p/v) en PBS    (NaCl 136 mM, KCl 2,7 
mM, NaH2PO4 8,8 mM, KH2PO4 1,7 mM y pH 7,4), neutralizando ligeramente con NaOH 5 
M,  durante  20  minutos  a  temperatura  ambiente.  Entonces  se  permeabilizaron  con 
metanol a ‐20 °C, durante 10 minutos. A continuación, las células fueron incubadas con el 
anticuerpo  primario  correspondiente  durante  toda  la  noche  (16  horas)  a  4  °C.  Los 
anticuerpos  primarios  empleados,  cuyas  especificaciones  se  recogen  en  la  tabla  del 
apartado de Material,  se utilizaron a  las  siguientes diluciones: anti‐GAP43  (1:500), anti‐
MAP2  (1:500),  anti‐GFAP  (1:400);  anti‐FABP3  (1:500),  anti‐FABP5  (1:500),  anti‐FABP7 
(1:1000), anti‐PKC‐α (1:10000), anti‐PKC‐ε (1:2000), anti‐PPAR‐α (1:200).  
Los anticuerpos primarios se prepararon, generalmente, en una solución  compuesta por 
FBS  al  10  %  (v/v),  azida  sódica  0,02  %  (p/v)  y  lisina  0,1 M,  denominada  solución  de 
anticuerpos, a la que se añadió Triton X‐100 al 0,1 %. 
Después  se  incubaron  con  un  anticuerpo  secundario  conjugado  con  un  fluorocromo, 
durante  1  hora  y  30 minutos,  a  temperatura  ambiente  en  oscuridad  y  sin  agitación, 
colocando  las placas sobre una superficie  lisa. Los anticuerpos secundarios procedían de 
suero  de  cabra  y  se  describen  a  continuación:  anticuerpo  secundario  conjugado  con 
cianina 3  (Cy3)  contra  inmunoglobulina de  conejo;  anticuerpos  secundarios  conjugados 
con AlexaFluor 488, o  AlexaFluor 594 o AlexaFluor 647, contra inmunoglobulina de ratón; 
anticuerpos  secundarios  conjugados  con  AlexaFluor  488  o  AlexaFluor  594  contra 
inmunoglobulina de conejo. 
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Finalmente,  el  DNA  nuclear  se  tiñó  con  4’‐6’‐diamidino‐2‐fenilindol  (DAPI)  a  una 
concentración de 2,5 µg/mL, un  colorante  fluorescente que  se une  fuertemente  con el 
DNA y emite en la región del UV, durante 2 minutos a temperatura ambiente. Entre paso 
y  paso,  se  hicieron  tres  lavados  con  PBS,  de  10  minutos  cada  uno,  a  temperatura 
ambiente. 
Las  preparaciones  se montaron  utilizando  un  agente  preservador  de  la  fluorescencia, 
denominado “SlowFade Gold” (Invitrogen). 
Las  preparaciones  fueron  observadas  con  un  microscopio  de  fluorescencia  invertido, 
conectado  con  una  videocámara  digital,  o  con  un microscopio  confocal,  obteniéndose 
imágenes de fluorescencia o con confocalidad en el plano. 
 
 
3.2.9.3. Inmunohistoquimica 
 
En  este  caso,  las  rodajas del  cultivo  organotípico  fueron  fijadas  con  paraformaldehído, 
preparado  justo  antes de  fijar el  tejido,  al 4 %  (p/v) en PBS durante un periodo de 20 
minutos a temperatura ambiente.  
En el caso de los cortes coronales se permeabilizaron con una solución de PBS y Triton X‐
100 al 2 %  (v/v), durante 30 minutos a  temperatura ambiente y se bloquearon con una 
solución de PBS y albúmina sérica bovina al 3 % (v/v). 
A  continuación,  tanto  el  tejido  en  cultivo,  como  los  cortes  coronales  de  cerebro,  se 
incubaron con el anticuerpo primario a 4 °C, durante 12 horas.  
En este  caso,  los anticuerpos primarios utilizados,  cuyas especificaciones  técnicas están 
recogidas en  la  tabla anteriormente mencionada del apartado de materiales,  fueron  los 
siguientes: anti‐GAP43 (1:500); anti‐MAP2 (1:500); anti‐GFAP (1:400); anti‐FABP3 (1:500), 
anti‐FABP5 (1:500), anti‐FABP7 (1:1000). 
La preparación de  los anticuerpos primarios para  las muestras de  tejidos en  cultivo    se 
realizó en PBS, con suero de cabra al 1 % (v/v) y Triton X‐100 al 1% (v/v), mientras que los 
anticuerpos primarios para la tinción de los cortes coronales se diluyeron en una solución 
de PBS con albúmina sérica bovina al 3 % (v/v).  
Posteriormente  se  incubaron  con  un  anticuerpo  secundario,  conjugado  con  un 
fluorocromo, durante 1 hora y 30 minutos a  temperatura ambiente, en oscuridad y  sin 
agitación,  colocando  las  placas  sobre  una  superficie  lisa.  Los  anticuerpos  secundarios 
procedían  de  suero  de  cabra  y  se  describen  a  continuación:  anticuerpo  secundario 
conjugado con cianina 3 (Cy3) contra inmunoglobulina de conejo; anticuerpos secundarios 
conjugados  con  AlexaFluor  488,  o    AlexaFluor  594  o  AlexaFluor  647,  contra 
inmunoglobulina  de  ratón;  anticuerpos  secundarios  conjugados  con  AlexaFluor  488  o 
AlexaFluor 594 contra inmunoglobulina de conejo. 
Cuando se quiso tener un marcaje del núcleo se utilizó DAPI (2 µg/mL), o bien el colorante 
nuclear “TO‐PRO 3 Iodide”  (1 µM en PBS) que, en lugar de observarse en la región del UV, 
se detecta en la región de 647 nm.  
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Entre  los pasos de  incubación con  los anticuerpos o colorantes  se hicieron  tres  lavados 
con PBS, de 10 minutos cada uno, a temperatura ambiente.  
Las preparaciones se montaron con el agente gelificante y preservador de la fluorescencia 
Mowiol. 
 
 

3.2.10.  Análisis  de  la  colocalización  inmunocitoquímica  e 
inmunohistoquímica 

 
Para el análisis de la colocalización en las tinciones simultáneas de dos, o más, antisueros, 
se emplearon dos programas de análisis  informático. En primer  lugar se hizo uso de una 
herramienta  desarrollada  por  los  doctores,  Dr.  J.C.  Arévalo  Martín  y  Dr.  E.A.  López 
Poveda, en el soporte informático MatLAB (MathWorks, 2008) y cedida para su uso. Esta 
aplicación  establece  las  áreas  de  localización  de  cada  uno  de  los  dos  antisueros 
comparados  y  su  intensidad  por  zonas  con  una  graduación  por  colores,  así  como  la 
imagen suma de  los dos canales en estudio. En segundo  lugar, y para definir con mayor 
precisión  los puntos de colocalización, se empleó el programa  Image J (Bethesda, 2008). 
Este programa tiene a su vez una herramienta que establece un gráfico bidimensional con 
cada canal de fluorescencia en un eje, para la determinación del umbral de colocalización, 
y  después muestra  los  puntos  de  colocalización  entre  las  dos  variables,  o  antisueros 
comparados, según el umbral fijado en la gráfica anterior. 
 
 

3.2.11. Análisis estadístico 
 
Los resultados se expresaron como valores medios ± error estándar de la media (SEM) de, 
como mínimo, tres experimentos  independientes (n ≥ 3). El análisis estadístico se realizó 
mediante el test  t de Student, cuando se comparaban dos variables  entre sí (* p < 0,5; ** 
p <0,05; *** p < 0,01), o mediante  análisis de  la  varianza  (ANOVA)  seguido de  test de 
Tukey,  cuando  se  comparaban  más  de  dos  variables.  En  este  caso,  los  valores  se 
consideraron significativos cuando p < 0,05. 
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4. Resultados 

4.1. Expresión de las proteínas de unión a ácidos grasos (FABPs) en neuronas y 
astrocitos en cultivo primario 

Dado que  el objetivo  inicial que planteamos  en  el plan de  trabajo  era  el  estudio de  la 
posible participación de las proteínas de unión y transporte de lípidos (FABPs), en la vía de 
señalización del complejo albúmina + ácido oleico, comenzamos por la determinación de 
la expresión y  localización de  las tres FABPs presentes en el Sistema Nervioso Central en 
neuronas y astrocitos en cultivo primario en nuestras condiciones experimentales. Tal y 
como se ha comentado en  la  introducción,  las  tres proteínas FABP3, FABP5 y FABP7, se 
hallan  presentes  durante  el  período  perinatal  del  cerebro,  no  obstante,  aunque  su 
expresión  está  regulada  durante  el  desarrollo  y  depende  del  tipo  y  nicho  celular.  La 
bibliografía referida a estas proteínas muestra el uso de antisueros no comerciales para la 
determinación de  la  localización de estas proteínas y, por consiguiente, nuestro objetivo 
fue determinar la bondad de los antisueros comerciales para la discriminación de las tres 
proteínas en los cultivos primarios. 
 

4.1.1. Localización de las FABPs en neuronas y astrocitos en cultivo primario 
mediante técnicas inmunocitoquímicas 

En primer lugar se determinó la localización de las FABPs en astrocitos en cultivo primario. 
Para ello, se emplearon fetos a término extraídos por histerectomía (P0),  sembrándo las 
células a baja densidad (100 células/mm2). Los astrocitos se mantuvieron al menos 21 días 
en cultivo en un medio DMEM suplementado con suero bovino al 10 % (v/v). 
Las  células  se  fijaron  con paraformaldehido  y  se bloquearon, previamente  a  su  tinción 
inmunocitoquímica  con  los  anticuerpos  específicos  para  cada  una  de  las  FABPs  (véase   
Fig.  1.  B,  E  y  H,  respectivamente).  Seguidamente,  se  realizó  una  doble  tinción 
inmunocitoquímica con el marcador glial de astrocitos, GAFP (véase Fig. 1. A, D y F). 
Nuestros resultados muestran que, tal y como se aprecia en la Fig.1. B, la FABP3, no está 
presente  en  los  astrocitos  en  nuestras  condiciones  de  cultivo.  La  FABP5  se  expresa  en 
astrocitos  maduros,  y  lo  hace  con  una  intensidad  débil,  extendiéndose  por  todo  el 
citoplasma, como recoge la Fig. 1. E. La FABP7, sin embargo, es propia de las células gliales 
y, por consiguiente, presenta un marcaje  intenso en  los astrocitos (Fig. 1. H), pero no en 
todas  las células, pudiéndose distinguir células GFAP+/FABP7+ y células GFAP+/FABP7‐ y 
también, GFAP‐/FABP7+  (tal y como puede verse en  la  fusión con GFAP, en  la Fig. 1.  I), 
prueba  de  la  gran  heterogeneidad  celular  presente  en  estos  cultivos.  El marcaje  de  la 
FABP7,  aún  siendo  siempre  citosólico,  parece  concentrarse  en  determinadas  regiones 
celulares cercanas al núcleo y los comienzos de las proyecciones o prolongaciones de sus 
pies, como se indica con flechas en las Fig. 1. H e I. 
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Una  vez  determinada  la  presencia  de  las  FABPs  en  astrocitos  en  cultivo,  se  estudió  la 
localización  de  dichas  proteínas  en  neuronas  en  cultivo  primario  bajo  nuestras 
condiciones de diferenciación. Estas neuronas se obtuvieron de los hemisferios cerebrales 
de  fetos  de  rata  Wistar  (E17,5),  se  mantuvieron  en  cultivo  en  un  medio  mínimo 
suplementado  con  insulina,  apotransferrina,  L‐glutamina  y  piruvato,  tal  y  como  está 
descrito con más detalle en el apartado de Material y Métodos.  
Para determinar inmunocitoquímicamente la presencia de las FABPs se fijaron las células 
después de 3 días  in vitro  (DIV), con paraformaldehído, se bloquearon, y se  tiñeron con 
anticuerpos  específicos  para  cada  una  de  las  FABPs  (véase  la  Fig.  2.  B,  E  y  H, 
respectivamente),  realizándose  un  doble  marcaje  inmunocitoquímico  frente  a  un 
marcador neuronal temprano como es TUJ‐1 (β‐III tubulina) (véase la  Fig. 2. A, D y G). La 
fusión de ambos marcadores se recoge en la Fig. 2. C, F e I. 
La  FABP3,  como  se  muestra  en  la  Fig.  2.  B,  marcó  las  neuronas  de  forma  intensa, 
extendiéndose en el cuerpo celular y las neuritas de todas las neuronas. La FABP5 (Fig. 2. 
E), también mostró un marcaje por todo el citoplasma celular, bastante  intenso y difuso. 
La FABP7 (Fig. 2. H), por el contrario, mostró marcaje en el cuerpo celular, restringido a la 
región próxima al núcleo, como se aprecia en la comparativa con TUJ1 que se recoge en la 
Fig. 2. I. Dado que FABP7 es un marcador de glía radial, relacionado con los progenitores 
neuronales, se puede sugerir que  las células en nuestras condiciones de cultivo, todavía 
expresan marcadores propios de progenitores.  
Además ‐tal y como se indica con flechas en la Fig. 2. B, C, E, y F‐, en el caso de la FABP3 y 
la FABP5  la  localización de estas proteínas en  la base de crecimiento de  las neuritas  se 
corresponde con una zona de gran actividad y consumo energético. Sin embargo, en  lo 
que respecta a la FABP7, se observa como el marcaje no corresponde con las zonas antes 
mencionadas, de la base de las neuritas, sino que ésta se acumulada en torno al núcleo y 
no vinculada a las proyecciones neuríticas (véase flechas en la Fig.2. H e I). 
Se aprecia también, en el caso de las FABP3 y FABP5 un marcaje próximo a la membrana 
celular (Fig. 2. B y F). 
 
 
 
 

4.1.2.  Determinación de la expresión de las FABPs mediante transferencia tipo 
Western‐blot en neuronas en cultivo primario 

Una  vez  analizada  la  localización  de  las  FABPs  en  neuronas  y    astrocitos  en  cultivo, 
analizamos  los niveles de expresión de estas proteínas en  las diferentes condiciones de 
cultivo  de  neuronas  mediante  Wester‐Blot.  Además  se  analizó  de  forma  paralela  la 
expresión de  los marcadores moleculares de diferenciación dendrítica y axonal, MAP2 y 
GAP43, respectivamente, de tal forma que pudiese compararse temporalmente el efecto 
neurotrófico del ácido oleico con cambios en la expresión temporal de las FABPs. 

R
ESU

LTA
D

O
S 



 

89 

Para ello se cultivaron las células tal y como se describió en el apartado correspondiente 
del Material  y Métodos.  Al medio  definido  (condición  Control)    se  añadió    albúmina 
bovina al 2 %  (p/v)  (+BSA), o el  complejo  formado por albúmina bovina al 2 % + ácido 
oleico 50 µM (+BSA +Oleico). Las proteínas se extrajeron a diferentes tiempos de cultivo. 
Los niveles de expresión de los marcadores de diferenciación axonal (GAP43) y dendrítica 
(MAP2) se analizaron mediante Western blot (véase Fig. 3. A), y de forma simultánea con 
se hizo lo propio con las tres FABPs (véase Fig. 4. A, C y E). En todos los casos, de ambas 
figuras,  los niveles de  cada proteína  se  refirieron a  los de  la proteína GAPDH, utilizada 
como  control de  carga.  La  cuantificación de  los  resultados obtenidos por  la  técnica de 
Western‐blot, se recogen, en el caso de los marcadores de diferenciación, MAP2 y GAP43, 
en la Fig. 3. B y C, respectivamente; y el caso de cada una de las FABPs en la Fig. 4. B, D y 
F, respectivamente. Se tomó como referencia en cada caso el valor en la condición control 
después de 1 hora de cultivo. 
Nuestros  resultados  muestran  que  la  MAP2  aumenta  de  forma  significativa  sólo  en 
presencia del complejo albúmina + oleico, a partir de  las 48 horas de cultivo  (Fig. 3. B), 
mientras que GAP43 lo hace a partir de las 72 horas. 
En el caso de  las FABPs,  los niveles de  la FABP3  (Fig. 4. B), aumentan con el  tiempo de 
cultivo, distinguiéndose un aumento más acusado en presencia del complejo albúmina + 
oleico, que sigue en el tiempo al incremento registrado por GAP43. Por su parte, la FABP5 
muestra unos niveles altos en todo el rango temporal y, en presencia del ácido oleico, los 
niveles  aumentan  ligera,  pero  significativamente,  transcurridas  72  horas  (Fig.  4. D).  La 
FABP7, muestra un perfil  inverso  a  las otras dos  FABPs, pues disminuye  a medida que 
progresa  el  tiempo  de  cultivo,  siendo  más  rápida  su  desaparición  en  presencia  del 
complejo albúmina + oleico (Fig. 4. F).  
 

 

4.2. Efecto del silenciamiento de las FABPs sobre el efecto neurotrófico promovido 
por complejo albúmina + ácido oleico en neuronas en cultivo 

Con  objeto  de  determinar  la  participación  de  las  FABPs  en  el  efecto  neurotrófico 
promovido por el complejo albúmina + ácido oleico se realizaron experimentos de pérdida 
de  función, mediante el silenciamiento de  la expresión de  las FABPs en  las neuronas en 
cultivo. 

 

4.2.1. Optimización de las condiciones de transfección de los siRNA en 
neuronas en cultivo primario 

Para silenciar  la expresión de  las FABPs, en primer  lugar, se puso a punto el método de 
trasfección  con  tecnología  de  siRNA  en  neuronas  en  cultivo  primario.  Se  empleó  una 
secuencia validada de siRNA para la proteína GAPDH, y se transfectaron las neuronas con 
distintas  cantidades  de  siRNA  (50  y  75  nM),  y  distintas  cantidades  del  agente  de 
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transfección  (1, 2 ò 3 µL de Lipofectamina 2000 por cada mililitro de medio de cultivo) 
comparándolas con muestras sin transfectar (Control).  
Los  resultados muestran  la existencia de una  fuerte  reducción de  los niveles de GAPDH 
cuando  se  transfecta con 75 nM de  siRNA y 3µL de  lipofectamina por cada 2000 µL de 
medio de cultivo (Fig. 5).  
Estas  condiciones  se  utilizaron  en  los  experimentos  posteriores  de  silenciamiento  con 
siRNA en neuronas en cultivo, probándose tres secuencias de siRNA diferentes para cada 
proteína  en  estudio.  En  todos  los  casos  se  empleó  como  control de  la  transfección un 
siRNA validado sin diana (NT‐siRNA), cuya presencia no afecta a  los valores de expresión 
normal  de  las  proteínas  en  estudio,  ni  al  control  de  carga,  tal  y  como  se  ha  descrito 
previamente (Bento‐Abreu, 2010). 
 

4.2.2. Efecto del silenciamiento de FABP5 sobre la morfología neuronal  

4.2.2.1. Efecto del silenciamiento de FABP5 en la morfología neuronal 

Una  vez  puesto  a  punto  el método  de  silenciamiento,  se  comenzaron  los  estudios  de 
silenciamiento  por  el  silenciamiento  de  la  FABP5,  analizando  los  niveles  de mRNA  de 
FABP5 con respecto al tiempo, en las diferentes condiciones de cultivo.  
Para ello,  las neuronas se transfectaron con NT‐siRNA ó FABP5‐siRNA, y fueron cultivadas 
en un medio definido (Control) suplementado o no, con albúmina bovina al 2 % (+BSA) o 
el complejo albúmina al 2% + ácido oleico 50 µM (+BSA +Oleico). Se extrajo el RNA total 
de  las neuronas a  las 24 horas y a  las 48 horas de  cultivo y  se  realizó una RT‐PCR  con 
oligos específicos para el mRNA de FABP5. Como control, se realizó en paralelo el análisis 
simultáneo  para  la  β‐actina,  y  se  cuantificaron  directamente  las  imágenes  de  la  señal 
obtenida en los geles de agarosa en los que se corrieron las muestras.  
A las 24 horas, tal y como se observa en la Fig.6, los niveles de mRNA de FABP5 sugieren 
que no se ha producido el silenciamiento de esta proteína. Sin embargo, a  las 48 horas 
(Fig.7),  los niveles de FABP5‐mRNA están considerablemente  reducidos en presencia de 
FABP5‐siRNA. 
Por otra parte, se aprecia en presencia del complejo albúmina + ácido oleico un nivel de 
expresión superior del FABP5‐mRNA, que  es apreciable desde las 24 horas y se mantiene 
a las 48 horas (Fig. 6  y 7).  
Una  vez  determinado  el  silenciamiento  de  FABP5  en  las  diferentes  condiciones 
experimentales, se analizó el efecto de este silenciamiento sobre la morfología neuronal. 
En  este  sentido  se  emplearon  neuronas  transfectadas  con  NT‐siRNA  ó  FABP5‐siRNA  y 
mantenidas  en  cultivo  durante  72  horas,  un  tiempo  al  cual  los  resultados  previos 
indicaban que FABP5  se encontraba  silenciada. Las neuronas se cultivaron en un medio 
definido (Control), suplementado o no, con albúmina bovina al 2 % (+BSA), o el complejo 
de albúmina al 2% + ácido oleico 50 µM (+BSA +Oleico).  
En  las neuronas, en  la  condición NT‐siRNA en presencia del  complejo albúmina + ácido 
oleico (Fig. 8. E), se observa un aumento del número y el grosor de las ramificaciones de 
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las neuronas en comparación con las condiciones control y con albúmina (Fig. 8. A y C). Así 
mismo, se produce  la agregación   celular, característica del efecto neurotrófico del ácido 
oleico en neuronas en cultivo. Sin embargo, en todas las condiciones en las que se silenció 
la  FABP5  (FABP5‐siRNA,  Fig. 8. B, D  y  F), el número de  células por  campo es menor,  y 
además  las  ramificaciones  de  las mismas  son  limitadas.  En  las  fotomicrografías  no  se 
aprecia  la  diferenciación  neuronal  en  presencia  del  complejo  albúmina  +  ácido  oleico 
(comparativa entre los Apartados E y F de la Fig. 8), sino que su morfología está bastante 
afectada y se aprecian muchas células muertas.  
 
 
4.2.2.2. Efecto del silenciamiento de FABP5 en la viabilidad neuronal 

A  la vista de  los cambios observados en  la morfología neuronal, y de  la presencia de un 
número considerable de células muertas decidimos estudiar el efecto del silenciamiento 
de FABP5 en la viabilidad neuronal por el método de MTT. 
Para ello, se sembraron el mismo número de células por condición, se  transfectaron con 
NT‐siRNA ó FABP5‐siRNA, y se incubaron en medios definidos (Control), suplementados o 
no, con albúmina bovina al 2 % (p/v) (+BSA) o el complejo albúmina al 2% + ácido oleico 
50  µM  (+BSA  +Oleico).  Las  células  se  analizaron  a  las  72  horas  de  incubación  por  el 
método de MTT,  tal  y  como  se describe en el  apartado  correspondiente de Material  y 
Métodos.  
Nuestros  resultados muestran  una  reducción  en  la  viabilidad  neuronal  causado  por  el 
silenciamiento  de  la  FABP5,  tal  y  como  se  recoge  en  la  Fig.  9.  A.  Así,  en  ausencia  de 
silenciamiento (condiciones NT‐siRNA), el complejo albúmina + ácido oleico aumenta  los 
valores de MTT en un 80 %, respecto a las condiciones, control o con albúmina (+BSA). Sin 
embargo, al silenciarse FABP5,  los valores de MTT en presencia del complejo albúmina + 
oleico, caen en más de un 50 %  (tal y como muestra la Fig. 9. A). 
Este hecho nos  indujo a examinar  la evolución de  la viabilidad neuronal  con el  tiempo, 
repitiendo  los  ensayos de MTT  a  distintos  tiempos pero  en  las mismas  condiciones de 
cultivo que en  los experimentos anteriores. Los resultados se recogen en  la gráfica de  la 
Fig. 9. B.  En las tres condiciones se observa una disminución de alrededor del 60 % en los 
valores  de  absorbancia  de  MTT  a  las  96  horas  de  cultivo  respecto  de  los  valores 
registrados  a  las  24  horas  de  cultivo.    El  silenciamiento  de  la  FABP5  produjo  una 
disminución en  la viabilidad de tan solo del 20 %, aproximadamente, en  las primeras 48 
horas  de  cultivo  en  presencia  del  complejo  albúmina  +  ácido  oleico,  aunque  la 
disminución fue del 50 % en las 24 horas siguientes. 
A  la vista del aumento que habíamos observado en  los valores de absorbancia de MTT a 
las 72 horas, en presencia del complejo albúmina + ácido oleico, en  las condiciones NT‐
siRNA de la Fig. 9. A, decidimos analizar el efecto del complejo albúmina + ácido oleico en 
los valores de absorbancia de MTT con el tiempo.  
En este caso, las células sin transfectar, se incubaron con los diferentes tratamientos y se 
analizaron a los distintos tiempos (véase Fig. 10. A).  
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Los  resultados  muestran  que  la  albúmina  (condición  +BSA),  no  modifica 
significativamente,  respecto  a  la  condición  control,  los  valores  registrados  por  el MTT 
durante las primeras 72 horas de cultivo. Sin embargo, llama la atención el aumento en la 
absorbancia  registrada por MTT en  las neuronas en presencia del  complejo albúmina + 
ácido  oleico  (+BSA  +Oleico).  De  hecho,  este  efecto  ya  es  observable  a  las  48  horas, 
estando cercano a un  incremento del 60 %,  llegando al 80 % a  las 72 horas y siendo casi 
dos veces y media superiores (incremento del 140 % en términos de absorbancia relativa) 
respecto a la condición control, a las 96 horas. 
Dado  que  el método  del MTT  está  basado  en  la medida  de  la  actividad mitocondrial, 
pensamos que  las diferencias provocadas por el ácido oleico podrían estar  inducidas por 
el aumento en  la actividad mitocondrial durante  la diferenciación neuronal. En efecto,  la 
Fig. 10, en su Apartado B, muestra  la tinción de actividad mitocondrial, con ayuda de un 
colorante, conocido como Mitotracker. A las 72 horas de cultivo en las tres condiciones en 
estudio  se aprecia un aumento en  la  cantidad e  intensidad de  señal en  la condición en 
presencia  del  complejo  albúmina  +  ácido  oleico,  lo  que  sugiere  que  el  ácido  oleico 
aumenta la absorbancia de MTT por inducción de la diferenciación mitocondrial. 

   
4.2.2.3. Efecto del silenciamiento de FABP5 sobre la apoptosis y necrosis 

neuronal 

Quisimos  estudiar  la  muerte  neuronal  inducida  por  el  silenciamiento  de  FABP5  en 
nuestras  condiciones  experimentales.  Para  ello,  decidimos  emplear  dos  métodos:  la 
tinción con Anexina V/IP,  y el método de TUNEL. 
 
El método de tinción de Anexina V/IP, tal y como está descrito en el apartado de Material 
y Métodos, permite discriminar  la muerte por apoptosis o por necrosis: al  incubarse  la 
célula  viva,  con  Anexina  V    y  yoduro  de  propidio  (IP),  si  la  célula  está muriendo  por 
necrosis el IP puede penetrar en la célula, que no está fijada, por los poros que se han ido 
formando en la desintegración de su membrana. Sin embargo,  no lo hará en aquellas que 
estén  vivas  o  en  las  que  su muerte  se  produzca  por  apoptosis.  En  estas  últimas,  sin 
embargo,  la externalización de  la  fosfatidilserina de  la membrana permitirá  la unión de 
Anexina V conjugada con un fluorocromo fluorescente. 
Se emplearon neuronas transfectadas con NT‐siRNA ó FABP5‐siRNA, incubadas en los tres 
medios  habituales  (Control,  +BSA,  +BSA  +Oleico),  durante  36h.  A  continuación,  se 
incubaron  con  Anexina  V  –  FITC,    y  IP  durante  15 minutos.  Finalmente  se  fijaron  con 
paraformaldehido y se tiñeron los núcleos con DAPI. 
Los resultados obtenidos se recogen en las Fig. 11 y 12. El número de células muertas por 
necrosis durante  la transfección fue muy bajo en todos  los casos, nunca superior al 5 %; 
mientras  que  el  porcentaje  de  células  apoptóticas  (Anexina  V+)  era  superior  al  30 %, 
independientemente del medio de cultivo empleado.  
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Una vez determinado el efecto apoptótico del silenciamiento de FABP5 en  las neuronas 
en  cultivo  primario,  nos  servimos  de  la  técnica  TUNEL  para  corroborar  la muerte  por 
apoptosis. 
En este  caso,  las  células  fueron  fijadas después de 48h  y entonces  se  realizó  la  tinción 
inmunocitoquímica correspondiente a la técnica TUNEL, empleándose yoduro de propidio 
(IP) para  teñir  los núcleos celulares de manera similar a como se había  realizado con el  
DAPI en el caso de la AnexinaV. 
Las  imágenes, así como  la cuantificación de  los  resultados obtenidos,  se  recogen en  las 
Fig.13 y 14, respectivamente. Tal y como ocurría en el caso de la Anexina V, el número de 
células TUNEL+ en todas las condiciones NT‐siRNA fue mínimo, inferior al 20 %, mientras 
que fue superior al 50 %, en todas aquellas en  las que se silenció FABP5 (FABP5‐siRNA), 
independientemente de que el medio llevase albúmina (+BSA), o el complejo albúmina  + 
ácido oleico (+BSA +Oleico).  
 
 
4.2.2.4. Efecto del silenciamiento de la FABP5 sobre la diferenciación neuronal  

Los  cambios  en  la  morfología  neuronal,  sugieren  que  el  silenciamiento  de  la  FABP5 
además  de  inducir  la  muerte  neuronal,  las  neuronas  que  sobreviven  apenas  se 
diferencian. El  complejo albúmina + ácido oleico,  como  se  comentó en  la  introducción, 
promueve  un  efecto  neurotrófico  caracterizado  por  el  incremento  de  los  niveles  de 
expresión de  los marcadores moleculares de diferenciación dendrítica y axonal, MAP2 y 
GAP43,  respectivamente, así como cambios en  la morfología celular. Por ello decidimos 
analizar  el  efecto  del  complejo  albúmina  +  ácido  oleico  sobre  GAP43  y MAP2,  tras  el 
silenciamiento de la FABP5.  
Las  neuronas  transfectadas  con  NT‐siRNA  o  FABP5‐siRNA  se mantuvieron  durante  72 
horas en un medio definido (Control), suplementado o no, con albúmina al 2 % (+BSA) o el 
complejo albúmina al 2 % + ácido oleico 50 µM (+BSA +Oleico). Se extraían las proteínas a 
las 72 horas y se analizaron por Western‐blot: FABP5; MAP2 y GAP43, los marcadores de 
diferenciación; TUJ1, marcador neuronal;  y GAPDH,  control de  carga.  Los  resultados  se 
recogen en la Fig. 15. 
Así, se observa un aumento promovido por el complejo albúmina + ácido oleico, del 50 % 
y del 60 % en  los niveles de expresión de MAP2 y GAP43,  respectivamente,  cuando  se 
transfectaron  las neuronas con NT‐siRNA (véase  las condiciones correspondientes de  los 
apartados C y D de  la Fig.15). El silenciamiento de  la FABP5  fue del 60 %  (véase FABP5‐
siRNA, en  la Fig. 15. B), y dicho silenciamiento disminuyó considerablemente  los niveles 
de MAP2 y GAP43.  En el caso de MAP2, sus niveles disminuyeron en un 50 % (Fig. 15. C); 
y  los valores de GAP43 se mantuvieron en torno al 30 %, preferentemente en presencia 
del complejo albúmina + ácido oleico (+BSA +Oleico) (Fig.15. D). 
Sin embargo, en las condiciones NT‐siRNA, la expresión de TUJ1 no se ve modificada por la 
presencia de la albúmina, o del complejo albúmina + ácido oleico, y permanece constante 
al silenciar FABP5  (FABP5‐siRNA), tal y como se puede comprobar en la Fig. 15. E. 
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4.2.3. Efecto del silenciamiento de FABP3 en la morfología y diferenciación 

neuronal 

Tras los resultados obtenidos para la FABP5, se decidió continuar el trabajo con el estudio 
del efecto del silenciamiento de la FABP3. 
Inicialmente se estudió  la morfología de neuronas  transfectadas con NT‐siRNA ó FABP3‐
siRNA e incubadas durante 72 horas en un medio definido (Control), suplementado o no, 
con albúmina al 2 % (+BSA) o el complejo albúmina al 2 % + ácido oleico 50 µM. 
Los resultados muestran que  las neuronas en  las condiciones en  las que se ha silenciado 
FABP3  (FABP3‐siRNA)  (véase Fig. 16), presentan un aspecto  indiferenciado,  con escasas 
proyecciones  dendríticas.  En  estas  condiciones  no  se  observa  el  efecto  del  complejo 
albúmina + ácido oleico sobre  la morfología y agregación neuronal. Tampoco se aprecia 
muerte neuronal como en el caso del silenciamiento de la FABP5. 
A  continuación,  se  analizó  por  Western‐blot,  el  efecto  causado  por  la  presencia  del 
complejo  albúmina  +  ácido  oleico,  en  los  niveles  de  expresión  de  los  marcadores 
moleculares GAP43 y MAP2 cuando se silencia la FABP3.   
De forma similar al estudio de la morfología, las neuronas se transfectaron e incubaron en 
las  distintas  condiciones  durante  72  horas  y  se  extrajeron  las  proteínas  que  fueron 
analizados por la técnica de Western‐blot.  
Los resultados indican que cuando el silenciamiento de FABP3 es cercano al 50 % (véase el 
apartado  B  de  la  Fig.  17),  la  expresión  de MAP2  se  reduce  un  50 %  en  presencia  del 
complejo  albúmina  +  ácido  oleico  (Fig.  17.  C).  En  el  caso  de  GAP43,  su  expresión 
disminuye en algo menos del 30% en las condiciones control y con albúmina, y en casi un 
50 % en presencia del complejo albúmina + ácido oleico (Fig. 17. D). 
 
 
 

4.2.4. Efecto del silenciamiento de FABP7 sobre la morfología y la 
diferenciación neuronal 

Siguiendo  con  los experimentos de pérdida de  función,  se  silenció  la última de  las  tres 
FABPs en estudio,  la FABP7. Nuestra  intención era analizar  si  la FABP7, presente en  los 
progenitores neurales, podía mediar en la acción neurotrófica del ácido oleico. 
Para  ello,  se  repitieron  las  condiciones  experimentales,  empleadas  para  las  otras  dos 
FABPs,  transfectando  las  neuronas  con  NT‐siRNA  ó,  en  este  caso,  FABP7‐siRNA,  y  se 
incubaron  durante  72  horas  en  las  tres  condiciones  habituales:  Control,  +BSA,  y  +BSA 
+Oleico. 
Tras el silenciamiento de  la FABP7,  las neuronas no consiguen diferenciarse, mostrando 
una,  o  a  lo  sumo  dos,  proyecciones  dendríticas  (Fig.  18).  Además,  en  presencia  del 
complejo albúmina + ácido oleico, no se observa el aumento en el número de dendritas o 
presencia de agregación. No obstante,  la única proyección mostrada por estas células es 
más gruesa que en las otras condiciones silenciadas ensayadas. 
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En el caso de la diferenciación neuronal, se analizaron por Western‐blot los niveles de los 
marcadores de diferenciación, MAP2 y GAP43, tras el silenciamiento de la  FABP7.  
La  cuantificación de  los  resultados muestra,  la presencia de un  silenciamiento elevado, 
superior  al  40 %  en  la  condición  control,  y  significativamente mayor  en  presencia  de 
albúmina  (Fig.  19.  B).  En  esta  situación,  cuando  FABP7  estaba  silenciada,  la MAP2  se 
redujo en más de un 60 % en presencia de albúmina, y no se observa efecto del complejo 
albúmina  +  ácido  oleico  (Fig.  19.  C).  Por  su  parte,    GAP43  disminuye  en  un  50  % 
aproximadamente, no mostrando diferencias entre la condición con el complejo albúmina 
+ ácido oleico y el resto de condiciones (Fig. 19. D). 
 
 

4.3. Interacción de la albúmina con la FABP5 en neuronas en cultivo primario 

Dado que el ácido oleico ejerce su efecto neurotrófico sólo cuando es transportado por la 
albúmina  (Polo‐Hernandez et al. 2010), se decidió  investigar si existía alguna  interacción 
entre  las FABPs y  la albúmina que pudiese  indicar un  intercambio de ácido oleico entre 
estos transportadores.  
Se eligió la FABP5, de entre las tres FABPs, por estar presente en las neuronas inmaduras 
desde el momento en el que el ácido oleico ejerce su efecto y por estar localizada próxima 
a la membrana celular (véase Fig. 4. C). 
Las neuronas se sembraron en un medio definido (control negativo) y se añadió albúmina 
al 2 %  (p/v)  (+BSA), o el complejo albúmina al 2 % + ácido oleico 50 µM y se estudió  la 
colocalización de  la albúmina con FABP5 mediante  inmunocitoquímica. La doble  tinción 
inmunocitoquímica  realizada siguiendo el protocolo descrito en Material y Métodos  fue 
estudiada mediante microscopía confocal. 
Los resultados mostraron una importante colocalización de ambas proteínas en zonas del 
citoplasma (Fig. 20. F), y que es muy intensa en presencia del complejo albúmina + ácido 
oleico (+BSA +Oleico; Fig. 20. I). 
 
 

4.4. Estudio de la posible interacción de FABP7 y PPARα  en neuronas en cultivo 
primario 

En  trabajos  previos  de  nuestro  grupo,  se  ha  descrito  la  participación  del  receptor 
activador de proliferación de peroxisomas, PPARα, en la cascada de señalización inducida 
por el complejo albúmina + ácido oleico (Bento‐Abreu et al. 2007). El PPARα tiene como 
ligando al ácido oleico, y puedeinteraccionar con las FABPs (Adida and Spener 2006). Por 
ello, decidimos  investigar  la posible  interacción entre el PPARα y  las FABPs. Elegimos  la 
FABP7, la proteína marcadora de progenitores, para tratar de relacionar la interacción con 
el cambio de fenotipo de la célula neuronal. 
Con  este  fin,  se  incubaron  las  neuronas  en  un medio  definido  (Control)  y  se  añadió 
albúmina  al  2 %  (+BSA),  o  el  complejo  albúmina  al  2 %  +  ácido  oleico  50  µM  (+BSA 
+Oleico). Al cabo de 15 minutos,  las células se fijaron con paraformaldehído y se realizó 
una doble tinción inmunocitoquímica para FABP7 y PPARα.  
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Los  resultados muestran  la  existencia  de  colocalización  de  la  FABP7  con  el  PPARα,  en 
todas las condiciones, aunque notable en presencia de albúmina (Fig. 21. C, F e I). 
 
 
 

4.5. Estudio de la localización de la FABP3 y GAP43 en neuronas en cultivo primario 

Debido a que la FABP3 se localiza en las neuritas (Fig. 2. B) decidimos investigar su posible 
relación  con  el marcador  de  diferenciación  axonal,  GAP43,  con  el  que  comparte  una 
similitud en cuanto al tiempo, en el aumento de sus niveles de expresión en presencia del 
complejo albúmina + ácido oleico  (Fig. 3. B   y Fig. 4. B). Para ello decidimos estudiar  la 
localización de ambas proteínas mediante una  tinción  inmunocitoquímica para FABP3 y 
GAP43.  
La localización de la FABP3 es muy  intensa en la base de las neuritas, donde comienza la 
extensión de los microtúbulos y donde se produce una incorporación de ácidos grasos a la 
membrana celular, una zona con una elevada demanda energética. Este hecho nos hizo 
plantearnos  la posible relación de esta proteína transportadora de ácidos grasos, FABP3, 
con  la  localización de  las mitocondrias activas. Para ello decididmos estudiar  también  la 
relación  de  FABP3  con  un  marcador  mitocondrial,  Mitotracker,  mediante  tinción 
inmunocitoquímica.  Así,  y  dado  que  la  técnica  nos  lo  permitía,  decidimos  analizar  de 
forma  simultánea  la  localización  de  FABP3,  GAP43  y Mitotracker mediante  una  triple 
tinción inmunocitoquímica. 
Las  neuronas  se  cultivaron  en  un  medio  definido  (control)  suplementado  o  no  con 
albúmina  al  2 %  (p/v) o  con  el  complejo  albúmina  al  2 %  +  ácido oleico  50 µM  (+BSA 
+Oleico)  durante  72  horas.  A  continuación,  se  incubaron  durante  15  minutos  con  el 
colorante Mitotracker y, a continuación, se fijaron con paraformaldehído. Se realizó una 
tinción  inmunocitoquímica  frente  a    FABP3  y  el marcador  nuclear,  DAPI,  o  una  triple 
tinción  FABP3,  GAP43  y  DAPI,  además  del  colorante Mitotracker,  añadido  antes  de  la 
fijación. 
En presencia únicamente de albúmina, GAP43 muestra una distribución concentrada en 
algunos axones (Fig. 22. A, y con más detalle E), mientras que la FABP3 se distribuye por 
todas las neuritas de todas las neuronas (Fig. 22. B, y con más detalle F). La distribución de 
Mitotracker muestra una acumulación en la región próxima al núcleo y el comienzo de la 
base de  las neuritas, además de  zonas a  lo  largo de  las neuritas  (Fig. 22. C, y  con más 
detalle G). Se aprecia una colocalización discreta de FABP3 y GAP43 en el axón de algunas 
neuronas  (puntos  en  amarillo  e  indicadas  con  punta  de  flecha  en  Fig.  22  D  y  H).  Se 
observa, por otra parte, colocalización de FABP3 y Mitotracker en  la zona alrededor del 
núcleo (puntos blanco azulados e indicados con flechas blancas en las Fig. 22. D y H). 
En presencia del complejo albúmina + ácido oleico, el marcaje con FABP3 mantiene una 
distribución  bastante  general  por  todas  las  neuritas,  acumulándose  en  la  base  de  las 
mismas (Fig. 23. B). Sin embargo, el marcaje de GAP43 es más intenso, con zonas con gran 
número de axones  (Fig. 23. C). El colorante Mitotracker  también se acumula con mayor 
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intensidad en el comienzo de  las neuritas (Fig. 23. D). No obstante, en esta condición  la 
colocalización  de  FABP3  y  GAP43  es más  clara  (puntos  en  amarillo  en  la  Fig.23.  B  y 
mostrados  en  la  Fig.  23.  H).  Lo  mismo  ocurre  con  la  colocalización  entre  FABP3  y 
Mitotracker  en  las  bases  de  las  neuritas  y  en menor medida  a  lo  largo  de  todas  ellas 
(puntos morados en Fig. 23. F e  indicados en  la Fig. 23.  I). Por último hay que señalar  la 
existencia de puntos de colocalización en  los que coinciden FABP3, GAP43 y Mitotracker 
(puntos en blanco en imagen central de la Fig. 23. A). 
La  Fig.  24 muestra  la  localización  de  FABP3  y Mitotracker  en  presencia  del  complejo 
albúmina  +  ácido oleico.  La  colocalización de  FABP3  con Mitotracker es más  intensa  al 
inicio de la extensión de las neuritas (indicada por flechas rosas en la Fig. 24. A). El estudio 
mediante  una  aplicación  del  programa  MatLAB  (MathWorks,  2008),  nos  indica  las 
regiones con más acúmulo de los marcadores con una graduación de colores (FABP3 en la 
Fig. 24. E y Mitotracker en la Fig. 24. F) y las regiones suma de ambos canales (Fig. 24 G),   
conjuntamente  con  el  análisis  realizado  con  el  programa  ImageJ  (NIH  Image),  que  nos 
permite determinar  los puntos de colocalización  (Fig. 24.  I), nos muestra con claridad  la 
distribución  de numerosos puntos  (indicados  en blanco  en  Fig.  24.  I),  a  lo  largo de  las 
neuritas y de un mayor acúmulo de los mismos en las neuritas en su región más próxima 
al soma. 
Igual que en el caso anterior, decidimos analizar con un mayor detalle la colocalización de 
FABP3 y GAP43 en neuronas en presencia del complejo albúmina + ácido oleico (Fig. 25).  
Se aprecian zonas de colocalización donde el cuerpo celular de la neurona da comienzo a 
la  extensión  de  la neurita  (Fig.  25 A  y D),  como ocurría  con  el Mitotracker. Aunque  el 
marcaje  de  ambas  proteínas  sea  diferente  –el  anticuerpo  de  FABP3 marca  de  forma 
punteada pero continua todas las neuritas (Fig. 25. B), mientras que el de GAP43 presenta 
un  marcaje  en  forma  de  vesículas  en  determinados  axones  (Fig.  25.  C)‐,  ambos 
marcadores colocalizan ampliamente a  lo  largo de  todo el axón. Además,  los puntos de 
colocalización para  la pareja FABP3‐GAP43,  (Fig. 23.  I) a  lo  largo de  los axones, son más 
abundantes que los obtenidos para la pareja FABP3‐Mitotracker.  
 
 

4.6. Estudio de la localización de las FABPs en cortes de cerebro de rata postnatal. 

 En  nuestro  grupo  de  investigación  se  ha  demostrado  la  existencia  de  dos  picos  en  la 
síntesis  de  ácido  oleico  durante  el  desarrollo  del  cerebro,  siendo  el  segundo  de  ellos, 
coincidente  con  el momento  del  parto  y  con  un  aumento  en  los  niveles  de  albúmina, 
tanto  en  cerebro,  como  en  líquido  cefalorraquídeo  (Velasco  et  al.  2003).  Por  lo  tanto, 
decidimos  estudiar  la  localización  de  las  FABPs  en  el  cerebro  en  este  momento  del 
desarrollo. Para ello,  se  tomaron  secciones  coronales en  las que es posible observar el 
ventrículo lateral y las zonas ventricular y subventricular  (VZ y SVZ), así como el estriado y 
caudado  putamen. Hay  que  recordar  que  en  el  estriado  se  observó  un  aumento  de  la 
fasciculación  axonal  promovida  por  el  complejo  albúmina  +  ácido  oleico  en  cultivos 
organotípicos de rodajas coronales (Polo‐Hernandez et al. 2010). 
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Se  tomaron  cerebros  de  neonatos  de  uno  y  tres  días  de  vida  postnatal  (P1  y  P3, 
respectivamente,  y  una  vez  fijados,  y  se  realizó  un  estudio  inmunohistoquímico  en 
secciones coronales de 15 µm de la región mencionada.  
Los resultados obtenidos mostraron un patrón diferencial y característico para cada una 
de  las  tres   FABPs estudiadas  (Fig. 26). Así, a P1, el marcaje de  la FABP3  (Fig. 26. A), es 
débil,    destacando  en  algunos  grupos  de  células  maduras  del  estriado.  Además  se 
observan algunas células en la región próxima a las zonas ventriculares o en las áreas del 
estriado desde la comisura de la cabecera de la corriente migratoria lateral que expresan 
FABP3. A   P3 (Fig. 26. B),   se observan más células positivas en todas  las regiones siendo 
más  intenso el marcaje en el estriado y regiones mediales de  la VZ, y alguna célula en  la 
corriente  migratoria  lateral.  Sin  embargo  sigue  manteniéndose  una  zona  con  menor 
marcación entre la VZ y el estriado. 
El marcaje de la FABP5 es ligeramente más débil, pero más extenso que el de la FABP3 a 
P1. La FABP5 está presente  en la SVZ en grupos de células,  así como en el estriado y en 
las regiones de núcleo accumbens (Fig. 26. C). A P3 (Fig. 26. D), el marcaje es muy similar 
al  de  la  FABP3,  pero  quizá más  extenso.  Es  importante  el  aumento  de  intensidad  del 
marcaje en  la mayor parte del estriado y en ciertas células que van desde  la VZ hacia  la 
corriente migratoria lateral. 
El marcaje de la FABP7 a P1, se encuentra predominantemente en la SVZ y la VZ (Fig. 26. 
E),  observándose  también  algunas  células marcadas  en  el  estriado. A  P3  (Fig.  26.  F)  el  
marcaje de la FABP7 avanza radialmente hacia la corriente migratoria lateral y el estriado, 
donde también se expresa de manera más difusa. 
Para  determinar  la  posible  relación  de  las  FABPs  en  la  diferenciación  neuronal, 
estudiamos  la  distribución  de  las  FABPs,  conjuntamente  con  los  marcadores  de 
diferenciación axonal y dendrítica, GAP43, y MAP2, respectivamente, en la VZ, la SVZ y el 
estriado. 
Para ello,  las secciones obtenidas tal y como ya se ha  indicado en este mismo apartado, 
fueron  sometidas  a  una  doble  tinción  inmunohistoquímica  según  el  protocolo  habitual 
descrito en la sección de Material y Métodos.  
Tanto la FABP3 como la FABP5 muestran colocalización con GAP43 a P1 en el estriado (Fig. 
27 C y F). En el caso de la FABP5, la colocalización también se produce en la zona próxima 
al ventrículo (Fig. 27. D‐F). Sin embargo, no ha coincidencia en la localización de FABP7 y 
GAP43  (Fig. 27. G‐I). De hecho,  las células FABP7+ permanecen en una zona próxima al 
ventrículo en la que no hay marcaje de GAP43. 
El  análisis  a P3  (Fig.28), muestra que GAP43 presenta un patrón muy  característico  en 
acúmulos en la región del estriado,  reduciéndose la zona oscura observable a P1 (Fig. 27) 
que  separa esta  región, el estriado, de  las  zonas VZ  y  SVZ  (véase  Fig. 28. B, E o H).  Se 
aprecia una gran  coincidencia de GAP43 con FABP3 en las neuronas del estriado (Fig. 28. 
C). Comparativamente con  la pareja FABP3‐GAP43,  la colocalización de  la pareja FABP5‐
GAP43 es menor (Fig. 28. F). Las células que se marcan para FABP7 se localizan entre los 
agregados de GAP43 (Fig. 28. G‐I). 
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Cuando estudiamos  la  localización de FABP3 y MAP2  (Fig. 29),  se  repiten  los  resultados 
observados para GAP43. Así, a P1 (Fig. 29. A) se observa la presencia de células FABP3+ en 
la  SVZ,  la  cual  no  aparece  marcada  con  MAP2  (Fotomicrografías  de  fluorescencia 
enmarcadas en  rojo).  Sin embargo,  la  FABP3  se expresa más en el estriado a  la misma 
edad gestacional  (P1),  (Fotografías de  fluorescencia enmarcadas en azul), aunque  sigue 
siendo un marcaje débil y en este caso coincide con MAP2. A P3  (Fig. 29. B), FABP3  se 
expresa  en  algunas  células  de  la  zona medial  de  la  VZ  donde  no  coincide  con MAP2 
(Fotomicrografías de fluorescencia enmarcadas en rojo) y el marcaje se hace más intenso 
en  el  estriado  donde  sí  parece  coincidir  con  los  agregados  de  neuronas marcadas  con 
MAP2 (Fotomicrografías de fluorescencia enmarcadas en azul).  
Así mismo, se realizó un doble marcaje de FABP5 con MAP2 a P1, en el que se observan 
células FABP5+ en  las zonas  limítrofes del ventrículo de forma  intensa (Fig. 30. A), y más 
débilmente  en  el  estriado,  donde  sí  se marca  con mayor  intensidad  en  los  acúmulos 
neuronales  y  coincide  con  el  marcador  MAP2  (Fig.  30.  C).  Más  clara  parece  la 
colocalización en la región ventral del ventrículo hacia el núcleo accumbens. 
 

4.7.  Estudio del papel de las FABPs en el efecto neurotrófico del ácido oleico en 
cultivos organotípicos de cerebro de rata. 

Con objeto de estudiar  la participación de  las FABPs en el efecto del ácido oleico en un 
modelo que  incluyera  la  interacción de  los distintos grupos celulares, se decidió estudiar 
el  efecto  del  complejo  albúmina  +  ácido  oleico  en  un modelo  ex  vivo,  de  rodajas  en 
cultivo.  

 
4.7.1. Estudio del papel de la FABP3 en el efecto del ácido oleico sobre la 

diferenciación neuronal en cultivos organotípicos. 

En  trabajos  previos,  nuestro  grupo  de  investigación  describió  el  efecto  del  complejo 
albúmina + ácido oleico sobre el marcador de diferenciación axonal, GAP43, en rodajas de 
cultivo organotípico, describiendo el aumento del número de axones y de su grosor, en el 
estriado en el momento del nacimiento. Este efecto, se observa también en presencia de 
la albúmina, al inducir ésta la síntesis del ácido oleico, a través de la enzima SCD1, en las 
células  gliales  de  la  SVZ  (Polo‐Hernandez  et  al.  2010).  En  el  presente  trabajo  se  quiso 
caracterizar  el  efecto  del  complejo  albúmina  +  ácido  oleico  sobre  la  diferenciación 
neuronal en los cultivos organotípicos, analizando su relación con la expresión de FABP3. 
Por tanto, se estudió la localización de las proteínas marcadoras de diferenciación axonal 
y dendrítica, GAP43 y MAP2, y de FABP3. 
Para dicho objetivo, se obtuvieron rodajas coronales de cerebro de fetos a término (P0), 
de  250  µm,  que  fueron  colocadas  sobre  un  inserto  y  crecidas  en  un medio  definido 
(control),  suplementado  o  no,  con  albúmina  al  2  %  (p/v)  (+BSA),  o  con  el  complejo 
albúmina al 2 % + ácido oleico 50 µM. Las rodajas se mantuvieron en cultivo durante 72 
horas  (3  DIV)  y  a  continuación,  fueron  separadas  del  inserto  y  fijadas  con 
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paraformaldehído al 4 %  (p/v). Por último se sometieron a una tinción sencilla, o doble, 
con los antisueros correspondientes a GAP43, MAP2  y  FABP3. 
Para certificar el efecto axonogénico   del complejo albúmina + ácido oleico se analizó  la 
expresión  de  GAP43.  En  la  Fig.  31.  A,  D  y  G,  en  la  condición  control,  se  observa  la 
formación de  fascículos axonales en  la  región del estriado. Además, se pueden apreciar 
con claridad numerosas células marcadas con GAP43 en la SVZ, a lo largo de toda la región 
limítrofe con el ventrículo y que continúan por  la corriente migratoria  lateral (véanse  las 
flechas de  la Fig. 31. A). Sin embargo, en presencia de albúmina, se observa  la aparición 
de  gruesos  fascículos  axonales,  en  la  región  del  estriado,  que  abarcan  desde  la  región 
adyacente a la SVZ, hasta la cabecera de la corriente migratoria lateral y el cuerpo calloso 
(Fig. 31 B, E y F). Mayoritariamente  la formación de  los fascículos se produce en  la parte 
superior  del  estriado  (véanse  las  flechas  de  la  Fig.  31.  B),  pero  también  se  aprecian 
fascículos más delgados discurriendo en paralelo con la SVZ y en su unión con la corriente 
migratoria lateral. Los fascículos axonales son más apreciables en presencia del complejo 
albúmina + ácido oleico en la región del estriado (Fig. 31. C y F), y en este caso muestran 
una distribución no ordenada, en  forma de ovillos  (Fig. 31. F). Así mismo,  los haces que 
discurren en la SVZ (véanse las flechas de la Fig. 31. C), se marcan más intensamente. 
De forma similar, pero realizando una doble tinción, se estudiaron conjuntamente FABP3 
y GAP43, para ver la localización de las células FABP3+ en relación a las células y regiones 
en  las que se observaba el efecto del complejo albúmina + ácido oleico sobre GAP43. En 
este sentido, la FABP3 en la condición control, marca células que se distribuyen por la SVZ 
y la corriente migratoria lateral, que son neuronas también marcadas con GAP43 (véanse 
las  flechas  de  la  Fig.  32.  A,  D  y  la  colocalización  en  G).  Además,  existe  también 
colocalización  en  algunos  de  los  acúmulos  de  células  del  estriado  (Algunas  de  ellas 
indicadas con flechas blancas en la Fig. 32. A). En presencia de albúmina, la FABP3 deja de 
marcarse  sólo  en  la  SVZ  y  aparece  marcando  regiones  adyacentes  a  la  misma  y 
extendiéndose hacia  el estriado (Fig. 32. B. Flechas blancas), coincidiendo en algunos de 
los fascículos axonales (Fig. 32. H). En presencia del complejo albúmina + ácido oleico,  la 
FABP3 se hace más intensa en el estriado y forma haces radiales que parten de la región 
medial y superior de la pared del ventrículo y, en el estriado desde la corriente migratoria 
lateral    (Fig. 32. C. Flechas). En este caso se aprecia mejor  la colocalización existente en 
todas las condiciones de GAP43 y FABP3 (Fig. 32. G, H e I). 
Para  completar  el  análisis  de  la  diferenciación  neuronal  se  analizó  la  localización  del 
marcador de diferenciación dendrítica, MAP2, conjuntamente con FABP3, mediante una 
doble tinción inmunohistoquímica. 
En el caso de MAP2, el efecto del complejo albúmina + ácido oleico, no es tan evidente 
como  en  el  caso de GAP43,  al no  verse  los  fascículos  axonales.  En  la  situación  control 
MAP2 muestra un marcaje en la SVZ y en acúmulos en el estriado (Fig. 33. A). En presencia 
de albúmina (Fig. 33. B), se aprecia claramente una zona con un marcaje más  intenso en 
comparación con la situación control (Fig. 33. A), en paralelo a la SVZ pero más separada 
del  ventrículo,  radialmente hacia el  comienzo del estriado. En el  caso de  la adición del 
complejo  albúmina  +  ácido  oleico,  se  observan  las  zonas  con  fascículos,  en  zonas más 
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internas  del  estriado,  donde  se  ven  acúmulos  y  gran  abundancia  de  neuritas  en 
diferenciación (Fig. 33. C).  
Comparando el marcaje de MAP2 con el de FABP3 se observa la colocalización de ambos 
marcadores en  la SVZ y el estriado en  todas  las condiciones. En  la condición control, el 
marcaje de FABP3 es difuso en el estriado (Fig. 33. D). En presencia de albúmina, aparecen  
acúmulos  en disposición  radial  a  la  SVZ  en  las mismas  zonas  en  las que MAP2  es más 
intensa  (Fig. 33. E. Véanse  las  flechas blancas),  con  los  cuales  colocaliza  (Fig. 33. H). Y, 
cuando  se  añade  el  complejo  de  albúmina  +  ácido  oleico,  aparecen  zonas  de  células 
teñidas    con  FABP3, muy  intensas,  en  el  estriado  (Fig.  33.  F.  Indicados  con  flechas)  y 
positivos también para MAP2  con la que vuelve a colocalizar de forma muy intensa (Fig. 
33. I). 
 
 
 
4.7.1.1. Estudio del efecto del silenciamiento de FABP3 en el efecto promovido 

por el complejo albúmina + oleico en cultivos organotípicos. 

Una  vez  determinada  la  localización  de  FABP3  en  el  cultivo  organotípico,  quisimos 
analizar  el  efecto  del  silenciamiento  de  FABP3  en  la  diferenciación  promovida  por  el 
complejo albúmina + oleico.   
Para ello,  rodajas  coronales de  fetos a  término  (P0) de 250 µm  se  incubaron  con NT‐
siRNA ó FABP5‐siRNA, en presencia de Lipofectamina 2000 como agente de transfección, 
durante  3  DIV  en  un medio  definido  (Control),  suplementado  con  albúmina  al  2  % 
(+BSA), o con el complejo albúmina al 2 % + ácido oleico 50 µM (+BSA +Oleico). Entonces 
cada rodaja fue recogida y disgregada con ayuda de una solución para  la extracción de 
proteínas. Las muestras fueron separadas y analizadas por la técnica de Western‐blot. Se 
emplearon  anticuerpos  para  la  detección  de  FABP3,  y  de  los  marcadores  de 
diferenciación  dendrítica  y  axonal,  MAP2  y  GAP43.  Las  bandas  obtenidas  fueron 
cuantificadas  con  ayuda  de  programas  de  imagen  (ImageJ)  y  analizadas 
estadísticamente. 
Los  resultados muestran  que  en  presencia  del  complejo  albúmina  +  ácido  oleico,  la 
FABP3 aumenta significativamente (Fig. 34. A y B). El silenciamiento de la FABP3 redujo 
en un 35 % su expresión respecto al control (Fig. 34. A y B). En los cultivos organotípicos, 
en  la  condición NT‐siRNA,  la presencia de  albúmina o del  complejo  albúmina  +  ácido 
oleico aumenta de manera altamente significativa los niveles de los dos marcadores de 
diferenciación neuronal, MAP2    (Fig. 34. C) y GAP43  (Fig. 34. D). Cuando se silencia  la 
FABP3, se reducen significativamente  los valores de MAP2 en un 50 %  (Fig.34. C), y se 
impide el efecto de  la albúmina, o del complejo albúmina + ácido oleico, sobre GAP43 
(Fig. 34. D). 
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4.7.2. Estudio  del  posible  papel  de  la  FABP7  en  el  efecto  del  complejo 
albúmina  +  ácido  oleico  sobre  la  migración  neuronal  en  cultivos 
organotípicos. 

Una vez estudiada  la diferenciación, decidimos estudiar el posible papel de FABP7 en  la 
migración  neuronal  promovida  por  el  efecto  del  complejo  albúmina  +  ácido  oleico  en 
cultivos organotípicos. En este sentido, el complejo albúmina + ácido oleico promueve un 
efecto pro‐migratorio, tanto en neuronas en cultivo, como en explantes de células de  la 
SVZ (Polo‐Hernández, E. Tesis. 2010).  
Para ello se realizaron  los cultivos organotípicos, tal y como se ha descrito en Material y 
Métodos y, una vez fijadas las rodajas, se hicieron tinciones inmunohistoquímicas dobles 
del marcador de migración neuronal, DCX, y GAP43, así como de DCX con FABP7. 
En la condición control, la mayor parte de las células en migración (DCX+) se localizan a lo 
largo de la SVZ y la corriente migratoria lateral (Fig. 35. A. Flechas blancas). En presencia 
de albúmina el marcaje de DCX se extiende desde la SVZ y la corriente migratoria rostral 
hasta el estriado (Fig. 35. B. Flechas). Este fenómeno se agudiza en presencia del complejo 
albúmina + ácido oleico y se aprecia una zona intensamente marcada en el estriado (Fig. 
35. C. Flechas blancas). En presencia de  la albúmina, se aprecia una colocalización entre 
GAP43 y DCX en el extremo de la región de migración y el inicio de las zonas de formación 
de  los  fascículos  axonales  en  el  estriado  (Fig.  35 H  e  I).  Este  hecho  no  se  produce  en 
ausencia de albúmina, en donde  las células DCX+/GAP43+ se mantienen en  la SVZ    (Fig. 
35. G). 
La glía radial juega un papel importante en la migración neuronal y éstas células expresan 
FABP7  (también conocida como BLBP). Por este motivo,   decidimos continuar el estudio 
de  la migración  neuronal  promovida  por  el  complejo  albúmina  +  ácido  oleico  en  los 
cultivos organotípicos, a través del análisis de la localización de las células que expresaban 
el marcador FABP7.  
Observamos que  la DCX y  la FABP7 muestran una  localización muy similar en  las mismas 
áreas en  todas  las  condiciones  (Fig. 36 G, H e  I). En  la  condición  control  (Fig. 36. A),  la 
FABP7 se  localiza en células de  la SVZ (indicadas con flechas blancas), observándose una 
colocalización con DCX en dichas células (Fig. 36. G), lo cual sugiere su carácter de células 
progenitoras.  En  presencia  de  albúmina  (Fig.  36.  B),  la  FABP7  se  extiende  radialmente 
hacia el estriado desde  las paredes del ventrículo (Fig. 36. E). En presencia del complejo 
albúmina + ácido oleico (Fig. 36. F), el marcaje de FABP7 (indicado con flechas en  la Fig. 
36. C) y de DCX (Fig. 36. E) se extienden radialmente desde las paredes de la SVZ hasta el 
estriado  (Fig. 36. H). En presencia del  complejo  albúmina +  ácido oleico  (Fig. 36. C), el 
marcaje  de  FABP7  aparece muy  intenso  en  la  zona  adyacente  a  la  SVZ,  con  algunas 
proyecciones a  lo  largo del estriado, el cual aumenta considerablemente en paralelo a  la 
corriente migratoria  lateral  (Fig.  36.  C.  Flechas).  Por  su  parte,  la  DCX, marca  la  zona 
intermedia entre la SVZ y el estriado (Fig. 36. F). En este caso, en presencia de álbumina + 
ácido oleico no se observa colocalización entre ambos marcadores (Fig. 36. I). 
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4.7.2.1. Estudio del silenciamiento de FABP7 en el efecto promovido por el ácido 
oleico en cultivos organotípicos. 

 Con objeto de investigar la participación de FABP7 en el efecto neurotrófico del complejo 
albúmina + ácido oleico, decidimos silenciar FABP7 en rodajas en cultivo.  
Para ello,  las rodajas coronales de fetos a término (P0) de 250 µm se  incubaron con NT‐
siRNA ó FABP5‐siRNA en presencia de Lipofectamina 2000 como agente de transfección, 
durante 3 DIV en un medio definido (Control), suplementado con albúmina al 2 % (+BSA), 
o con el complejo albúmina al 2 % + ácido oleico 50 µM  (+BSA +Oleico). Entonces cada 
rodaja  fue  recogida  y  disgregada  con  ayuda  de  una  solución  para  la  extracción  de 
proteínas. Las muestras fueron separadas y analizadas por la técnica de Western‐blot. Se 
emplearon anticuerpos  para la detección de FABP7 y de los marcadores de diferenciación 
dendrítica y axonal, MAP2 y GAP43. Las bandas obtenidas se cuantificaron con ayuda de 
programas  de  imagen  (ImageJ)  y  se  analizaron  estadísticamente  los  resultados  de  los 
experimentos. 
Los  resultados  muestran  que  los  niveles  de  FABP7  en  rodajas  aumentan 
significativamente en presencia de albúmina y del complejo albúmina + ácido oleico (Fig. 
37. A y B). La transfección con FABP7‐siRNA en la condición control sólo redujo los niveles 
de expresión en un 25 %, mientras que en presencia de albúmina, o de albúmina + ácido 
oleico se redujeron en un 50 % respecto a la condición NT‐siRNA. 
El silenciamiento de FABP7 disminuyó considerablemente los niveles de MAP2, incluso en 
la condición control, alcanzando en todos los casos valores inferiores al 40 % (Fig. 37. C). 
En el caso de  la GAP43, el silenciamiento de FABP7 redujo a  la GAP43 en un porcentaje  
similar  a  como  disminuía  la  propia  FABP7  (Fig.  37.  D).  El  efecto  de  la  albúmina  y  del 
complejo albúmina + ácido oleico sobre MAP2 y GAP43 que se observa en el cultivo de 
rodajas transfectadas con NT‐siRNA se previene cuando se silencia  la FABP7 (Fig. 37. A y 
B). 
 

4.7.3. Estudio de  la  localización de  la FABP5 en presencia del ácido oleico en 
cultivos organotípicos. 

 La FABP5 es  la proteína de  la  familia de  las FABPs que se encuentra  tanto en neuronas 
como  células  gliales  de  forma mayoritaria  en  la  etapa  perinatal  y  postnatal  temprana. 
Quisimos  investigar si su distribución en presencia del complejo albúmina + ácido oleico 
mostraba un patrón coincidente, bien con las células en migración (marcadas con DCX), o 
bien con las neuronas en diferenciación (marcadas con GAP43). 
Para ello  incubamos  rodajas  coronales de 250 µm en  insertos  sobre un medio definido 
con el complejo albúmina al 2 % + ácido oleico 50 µM (+BSA +Oleico). Las rodajas fueron 
fijadas y se realizó una triple tinción inmunohistoquímica con FABP5, GAP43 y DCX. 
Los resultados mostraron un marcaje intenso de FABP5 en la zona que rodea al ventrículo, 
preferentemente hacia la corriente migratoria lateral, en la zona del núcleo accumbens y 
más difusamente en el estriado (Fig. 38. B). Este marcaje coincide con el de GAP43 en  la 
zona de los haces paralelos a la corriente migratoria lateral y el cuerpo calloso (Fig. 38. E). 
La FABP5 coincide con DCX en la zona adyacente a la SVZ (color morado en Fig. 38. A y F). 

R
ES

U
LT

A
D

O
S 



 
104 

 
4.7.4. Estudio del efecto del silenciamiento de FABP5 sobre la viabilidad celular 

en cultivos organotípicos. 

Debido al  fuerte efecto  sobre  la viabilidad celular observado en neuronas al  silenciar  la 
FABP5  decidimos  estudiar  si  este  efecto  también  se  producía  en  rodajas  de  cultivo 
organotípico.  Para  ello  incubamos  rodajas  coronales  de  250  µm  en  insertos  sobre  un 
medio  definido  (Control),  suplementado  con  albúmina  al  2  %  (p/v)  (+BSA),  o  con  el 
complejo albúmina al 2 % + ácido oleico 50 µM (+BSA +Oleico). Al medio se le añadió NT‐
siRNA o FABP5‐siRNA 75 nM en una solución con el agente de transfección Lipofectamina 
2000, y se incubó durante 72 horas. Entonces las secciones se fijaron y se sometieron a la 
tinción del método de TUNEL, empleándose yoduro de propidio como control del número 
total de células. 
Los  resultados muestran  que  en  las  condiciones  NT‐siRNA  apenas  hay  células  TUNEL 
positivas,  independientemente de  la presencia o no de albúmina o de ácido oleico  (Fig. 
39. Condición NT‐siRNA). Por el contrario, el número de células TUNEL+ es mucho mayor 
cuando se silencia FABP5 (Fig. 39. FABP5‐siRNA), en todas las condiciones experimentales. 
La cuantificación del número de células TUNEL+ respecto del total de células por campo 
mostró que mientras que el valor se situaba en torno al 10 % cuando se transfectaba con 
NT‐siRNA, este valor sube hasta el 50 % aproximadamente, cuando se silencia  la FABP5  
con FABP5‐siRNA (Fig. 40. B). 
 
 
 
 
 

4.8.  Análisis  de  las  isoformas  de  la  PKC  implicadas  en  el  efecto  neurotrófico  del 
ácido oleico en neuronas en cultivo primario. 

Tal y como se ha descrito en la introducción, la acción neurotrófica del ácido oleico sobre la 
expresión de GAP43 y MAP2 está mediada por la proteína kinasa C (PKC), (Granda et al. 2003; 
Rodriguez‐Rodriguez et al. 2004). Además, en  trabajos no publicados de nuestro grupo de 
investigación  se analizó  la presencia de  las distintas  isoformas de  la PKC  tanto en cerebro, 
como en neuronas en cultivo primario, demostrando que aunque en cerebro adulto la mayor 
parte de  las  isoformas estaban presentes, sólo  la PKCα y  la PKCε, estaban presentes en  las 
neuronas en cultivo (véase Fig. 41. Bento‐Abreu, A. Resultados no publicados). 
Por  estos motivos,  decidimos  estudiar  cuál  de  estas  dos  isoformas,  PKCα  y  PKCε,  estaba 
implicada en el efecto neurotrófico del ácido oleico. Analizamos el efecto sobre la morfología 
y la diferenciación neuronal regulando la actividad de estas isoformas y corroboramos estos 
experimentos  con  estudios  de  pérdida  de  función  mediante  silenciamiento  con  siRNAs 
específicos. 
 

R
ESU

LTA
D

O
S 



 

105 

4.8.1. Participación de isoforma PKCα en el efecto neurotrófico del ácido oleico en 
neuronas en cultivo primario. 

 
Empezamos el análisis de  las dos  isoformas de PKC presentes en neuronas, estudiando    la 
PKCα,  estableciendo  primero  los  efectos  de  su  inhibición  sobre  la  morfología  y  los 
marcadores de diferenciación neuronal, MAP2 y GAP43, para después corroborar y precisar 
dichos efectos mediante el silenciamiento específico de dicha isoforma. 
En primer lugar, se decidió estudiar la inhibición de la PKCα mediante un inhibidor específico 
de  las  isoformas PKCα y  la PKCβ  (P0102. Sigma). Se  trata de un péptido de 9 aminoácidos, 
miristoilado  para  facilitar  su  entrada  en  las  células,  que  actúa  como  pseudosustrato  y  es 
capaz de inhibir selectivamente a las dos isoformas indicadas, la PKCα y la PKCβ (Omiyi et al. 
2005).   Aunque  este péptido  es  también un  inhibidor de  la  isoforma PKCβ,  los  resultados 
previos habían mostrado una ausencia de la PKCβ en neuronas en cultivo (Fig. 41), por lo que 
no se esperaba interferencia con las otras isoformas presentes.  
Se emplearon neuronas en cultivo primario,  incubadas en un medio definido suplementado 
con albúmina al 2 %  (p/v)  (+BSA), o el complejo de albúmina al 2 % + ácido oleico 50 µM 
(+BSA +Oleico), a las que se había añadido el inhibidor de PKCα/β a concentración de 50 µM. 
Transcurridas  72  horas,  las  células  fueron  fotografiadas  con  ayuda  de  un  microscopio 
invertido para  el  análisis de  los  cambios morfológicos de  las neuronas. Posteriormente  se 
recogieron las proteínas con una solución de extracción –descrita en el apartado de Material 
y Métodos‐, y se separaron y analizaron mediante la técnica de Western‐blot. 
Se emplearon anticuerpos para determinar los niveles de expresión de PKCα, MAP2, GAP43 y 
GAPDH,  utilizado  éste  último  como  control  de  carga.  Los  resultados  se  cuantificaron  con 
ayuda de un programa de imagen (ImageJ) y se analizaron estadísticamente. 
Los  resultados muestran  que  en  ausencia  del  inhibidor,  el  complejo  de  albúmina  +  ácido 
oleico (Fig. 42. B) aumenta considerablemente el número y grosor de las neuritas respecto a 
la  condición  de  albúmina  (Fig.  42.  A),  lo  cual  es  característico  del  efecto  neurotrófico 
promovido por ácido oleico.   En presencia de albúmina,  la adición del  inhibidor de PKCα/β 
(Fig. 42. C), no produce cambios observables con respecto a la condición control (Fig. 42. A). 
Con respecto al complejo albúmina + ácido oleico, no se aprecia un aumento en el número, 
ni en el grosor,  de las neuritas en presencia del inibidor de PKCα/β (Fig.42. D). Sin embargo sí 
parece  observarse  una  cierta  agrupación  celular  característica  del  efecto  neurotrófico 
promovido por el ácido oleico. 
Analizamos los niveles de los marcadores moleculares de diferenciación dendrítica y axonal, 
MAP2  y  GAP43,  en  presencia  del  inhibidor  de  PKCα/β.  Los  resultados  muestran  que  el 
aumento  observado  en  los  niveles  de  expresión  de  la MAP2  en  presencia  del  complejo 
albúmina + ácido oleico, en la situación control (Fig. 43. A y B), se ve reducido, aunque sigue 
siendo  significativo,  en  presencia  del  inhibidor.  Por  otra  parte,  el  aumento  de  la  GAP43 
observado  en  presencia  del  complejo  albúmina  +  ácido  oleico  en  la  situación  control,  se 
previene en presencia del inhibidor de PKCα/β (Fig. 43. A y C). 
Decidimos  corroborar  los  resultados  anteriores  mediante  el  silenciamiento  de  la  PKCα 
mediante  la técnica de  la transfección con siRNAs. En este sentido, transfectamos neuronas 
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con  un  siRNA  sin  diana  (NT‐siRNA)  o  secuencias  específicas  para  el  silenciamiento  de  la 
isoforma PKCα,  que denominaremos PKCα‐siRNA. Después, las neuronas se incubaron en un 
medio  definido  suplementado  con  albúmina  (+BSA)  o  con  el  complejo  albúmina  +  ácido 
oleico (+BSA +Oleico). Transcurridas 72 horas, se tomaron fotomicrografías y, a continuación 
se extrajeron las proteínas para su análisis por Wester‐blot. 
En las condición transfectadas con NT‐siRNA, al añadir el complejo albúmina + ácido oleico se 
observa  un  aumento  en  el  número  y  grosor  de  las  neuritas,  característico  del  efecto 
neurotrófico promovido por el ácido oleico (Fig. 44. A y B). Cuando se silencia la PKCα (PKCα‐
siRNA), no  se observan diferencias en presencia de albúmina  (Fig. 44. C) con  respecto a  la 
situación  NT‐siRNA  (Fig.  44.  A),  pero  no  hay  aumento  del  número,  ni  del  grosor,  de  las 
neuritas  cuando  se  añade  el  complejo  albúmina  +  ácido  oleico  (Fig.  44. D),  evitándose  el 
efecto neurotrófico del ácido oleico. En esta condición (Fig. 44. D), se observa que la mayoría 
de las neuronas sólo tienen una o dos neuritas visibles. Además, las células en las que se ha 
silenciado  PKCα  en  presencia  del  complejo  albúmina  +  ácido  oleico,  muestran  cierta 
agregación que sí se observa en la condición NT‐siRNA en presencia del complejo albúmina + 
ácido oleico (Fig. 44. B y D). 
En  estas  circunstancias  se  analizaron  los  niveles  de  expresión  de  los marcadores MAP2  y 
GAP43  en  las  muestras  de  proteínas  extraídas  en  cada  condición  y  cuantificadas  por 
Western‐blot.  
En las condiciones NT‐siRNA se observa un aumento significativo de la PKCα en presencia del 
complejo albúmina + ácido oleico (Fig. 45. A y B). Al analizar el alcance del silenciamiento de 
PKCα  se  observó  que  en  presencia  de  albúmina,  el  silenciamiento  de  PKCα  supuso  una 
disminución de un 35 % en  los niveles de expresión de  la PKCα respecto a  la condición NT‐
siRNA con albúmina (Fig. 45. B). La presencia del complejo albúmina + ácido oleico estando 
silenciada  PKCα, no  aumenta  los niveles de  expresión de  PKCα,  tal  y  como  ocurría  en  las 
condiciones NT‐siRNA, y sus niveles son significativamente menores cuando se  los compara 
con su equivalente NT‐siRNA (Fig. 45. B). 
Por  otro  lado,  el  aumento  de  los  niveles  de MAP2  observado  en  presencia  del  complejo 
albúmina + ácido oleico en las condiciones NT‐siRNA, se previene mediante el silenciamiento 
de PKCα (Fig. 45. C). Así mismo, el aumento de GAP43 en presencia del complejo albúmina + 
ácido oleico en la condiciones NT‐siRNA, se suprime e incluso disminuye significativamente al 
silenciar PKCα,  tanto en presencia de albúmina,  como del  complejo albúmina + oleico, no 
observándose  diferencias  significativas  entre  las  dos  condiciones  (Fig.  45.  D).  Estos  datos 
confirman  la  participación  de  la  PKCα  en  la  inducción  de  la  diferenciación  neuronal 
promovida por ácido oleico. 
 
 

4.8.2.  Participación de la PKCε en la diferenciación neuronal promovida por el 
ácido oleico en neuronas en cultivo primario. 

El estudio de  la posible participación de  la PKCε se realizó mediante  la observación de  la 
morfología neuronal y los niveles de expresión de los marcadores de diferenciación MAP2 
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y  GAP43,  en  neuronas  en  cultivo  primario  en  presencia  de  inhibidores  o  activadores 
específicos  de  la  PKCε,  así  como mediante  el  silenciamiento  de  esta  isoforma  con  un 
siRNA específico, que denominaremos PKCε‐siRNA. 
Para ello, se sembraron las neuronas en un medio definido suplementado con albúmina al 
2 %  (+BSA), o con el complejo albúmina al 2% + ácido oleico 50 µM  (+BSA +Oleico). Se 
utilizó un  inhibidor específico de  la  isoforma PKCε (Calbiochem. Ref.‐ 539522), el cual es 
un  octapéptido  derivado  del  ácido  linoleico  que  inhibe  la  translocación  de  la  PKCε  a 
destinos subcelulares,  a concentración 50 µM. También se utilizó un control negativo del 
inhibidor  (Calbiochem.  Ref.‐  539542),  proporcionado  por  la  casa  comercial  a  la misma 
concentración.  Además,  se  estudió  el  efecto  causado  por  la  adición  al  medio  de  un 
activador  específico  de  la  PKCε,  denominado  DCP‐LA  (Sigma.  D5318)  a  la  misma 
concentración de los inhibidores de 50 µM. 
En el caso del silenciamiento, las neuronas fueron transfectadas con un siRNA sin diana (NT‐
siRNA),  o    con  el  específico  de  la  isoforma  que  queremos  silenciar,  que  denominaremos 
PKCε‐siRNA. 
A las 72 horas de cultivo, se observaron las células y se tomaron fotomicrografías con ayuda 
de  un  microscopio  invertido.  Después  se  extrajeron  las  proteínas  para  su  separación  y 
cuantificación  por  Western‐Blot.  Se  determinó  la  expresión  de  MAP2,  GAP43,    PKCε 
mediante anticuerpos específicos y el análisis de las bandas obtenidas se cuantificó frente a 
los  niveles  de  GAPDH,  proteína  utilizada  como  control  de  carga.  Los  datos  se  analizaron 
estadísticamente mediante análisis de la probabilidad empleando la prueba T de Student. 
Iniciamos  el  estudio  de  la  isoforma  PKCε,  de  forma  similar  a  como  hicimos  con  la  PKCα, 
analizando  la morfología  neuronal.  Las  imágenes  de  las  neuronas  en  cultivo mostran  la 
reproducibilidad del efecto neurotrófico del complejo albúmina + oleico, en  las condiciones 
control (Fig. 46. A y B). En presencia del  inhibidor de  la PKCε, se sigue observando el efecto 
del complejo albúmina + ácido oleico en cuanto a  la agregación celular, pero el número y, 
especialmente, el grosor de  las neuritas no parece  incrementarse (Fig. 46. C y D). El control 
negativo  reproduce  la  situación  control  (Fig. 46. E y F) y, por último, el activador, DCP‐LA, 
muestra un aumento del número de las neuritas y cierto agrupamiento celular en presencia 
únicamente de albúmina (Fig. 46. G), de forma muy parecida a  la observada en  la situación 
control en presencia del complejo albúmina + oleico. 
Ante  el  análisis  de  los  niveles  de  proteína  por Western‐blot  y,  para  descartar  un  efecto 
cruzado entre los antisueros  para las dos isoformas de la PKC se decidió realizar un estudio 
paralelo de ambos, silenciando ambas isoformas y comparando las bandas obtenidas para los 
dos silenciamientos con cada uno de los anticuerpos utilizados. 
Se  transfectaron neuronas  con  los NT‐siRNA  y  siRNAs  correspondientes  a  cada una de  las 
isoformas, que denominaremos PKCα‐siRNA y PKCε‐siRNA, respectivamente. A  las 72 horas 
se extrajeron  las proteínas para su separación y análisis por Western‐blot. Se determinó  la 
expresión de MAP2, como marcador control del efecto del complejo albúmina + ácido oleico, 
y las dos PKCs: PKCα y PKCε. 
Los resultados mostraron en el caso del anticuerpo de la PKCα, cómo la banda disminuye en 
las muestras en  las que  se ha  silenciado esta proteína, mientras que  se expresa de  forma 
similar  a  los  controles  (NT‐siRNA),  cuando  la  que  se  ha  silenciado  es  PKCε  (Fig.  47. A).  El 
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resultado  en  el  caso  de  la  PKCε  es  similar.  Muestra  un  incremento  en  las  muestras  la 
muestras  control,  lo  mismo  que  en  las  muestras  en  las  que  se  ha  silenciado  PKCα,  y 
disminuye  y  no  se  incrementa  en  presencia  del  complejo  albúmina  +  ácido  oleico,  en  las 
muestras en las que se ha silenciado PKCε (Fig. 47. B). 
MAP2 no muestra  incrementos en ninguna de  las muestras silenciadas e  incluso disminuye 
(Fig. 47. A y B). 
Descartado el error cruzado entre  los silenciamientos o antisueros, procedimos a evaluar el 
efecto de  la  inhibición y de  la activación de PKCε en  los niveles de  los marcadores MAP2 y 
GAP43 en presencia o ausencia del factor neurotrófico, ácido oleico. 
Nuestros resultados muestran que  la presencia del  inhibidor de PKCε bloquea el efecto del 
complejo de albúmina + ácido oleico que sobre  la MAP2 observable en  la situación control 
(Fig. 48. A y B). Por lo que respecta a la GAP43 (Fig. 48.A y C), el inhibidor de PKCε previene el 
efecto  del  complejo  albúmina  +  oleico,  e  incluso  disminuye  los  niveles  de  GAP43  en  su 
presencia.  
En presencia del  activador, DCP‐LA,  se mantiene  el  efecto  del  complejo  albúmina  +  ácido 
oleico, sobre MAP2, y además se observa un aumento significativo de ambas condiciones en 
relación a sus respectivas condiciones control (Fig. 48. A y B).  El activador mantiene el efecto 
del complejo albúmina + ácido oleico, pero no incrementa los niveles de GAP43 con respecto 
a la situación control (Fig. 48. A y C). 
Para  obtener  un  conocimiento  más  preciso  del  bloqueo  de  forma  aguda  de  la  PKCε  y 
descartar posibles  efectos  secundarios de  los  inhibidores,  repetimos de manera    similar  a 
como hicimos para la isoforma PKCα, el estudio sobre la diferenciación neuronal causada por 
el factor neurotrófico, ácido oleico, al silenciarse la isoforma PKCε. 
En el caso de la isoforma PKCε, las células tratadas con NT‐siRNA siguen repitiendo el patrón 
de diferenciación y agrupación promovido por el complejo albúmina + ácido oleico (Fig. 49. A 
y B). Sin embargo, el tratamiento con PKCε‐siRNA afecta ligeramente al número y longitud de 
las neuritas en presencia de albúmina (Fig. 49. C) y, en presencia del ácido oleico, se reduce 
el número y grosor de las neuritas, y aún se aprecia agrupamiento celular (Fig. 44. D).  
Para  terminar,  analizamos  los  niveles  de  proteína  de  los marcadores MAP2  y  GAP43  al 
silenciar  PKCε mediante Western‐blot.  Se observa un  aumento  significativo de  la  PKCε  en 
presencia del complejo albúmina + ácido oleico en ausencia de silenciamiento (Fig. 50. A y B). 
El silenciamiento de la isoforma PKCε alcanza niveles próximos al 45 % esté o no presente el 
ácido  oleico,  y  se  previene  el  aumento  de  la  PKCε  observado  en  presencia  del  complejo 
albúmina + ácido oleico en  las condiciones NT‐siRNA  (Fig. 50 A y B). Al silenciar  la PKCε  los 
niveles de MAP2 disminuyen   en un 30 % en presencia de albúmina y se previene el efecto 
del complejo albúmina + ácido oleico (Fig. 50. A y C). En el caso del GAP43, el silenciamiento 
de PKCε impide el efecto neurotrófico del ácido oleico (Fig. 50. D). 
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 La  albúmina  es  la  proteína  sérica  de  mayor  abundancia  en  el  plasma  y  líquido 
cefalorraquídeo del cerebro en la etapa perinatal (Dziegielewska et al. 1981a). De hecho, 
su  concentración  llega  a  ser  diez  veces  superior  a  los  niveles  que  presenta  en  adulto, 
siendo  especialmente  alta  el  primer  día  de  vida  postnatal  y  disminuyendo 
progresivamente,  hasta  alcanzar  los  valores  del  adulto,  en  torno  al  día  20  postnatal 
(Habgood et  al. 1992; Velasco et al. 2003).  La albúmina es una proteína encargada del 
transporte de múltiples  sustancias  a nivel  extracelular, destacando  en  el  transporte de 
ácidos grasos libres (Spector 1986; Spector et al. 1969). Nuestro grupo de investigación ha 
demostrado que  los  astrocitos  son  capaces de  sintetizar  ácido oleico en  respuesta  a  la 
albúmina  en  el medio  extracelular  (Tabernero  et  al. 2002a;  Tabernero  et  al. 2001a).  El 
mecanismo de síntesis del ácido oleico, comienza cuando  la albúmina es  internalizada a 
través de un sistema caveolina‐dependiente, que utiliza a la megalina como receptor y en 
el que participa el elemento DAB1  (Bento‐Abreu et al. 2009; Bento‐Abreu et al. 2008). A 
continuación,  la  albúmina  sufre  un  proceso  de  transcitosis  que  incluye  el  paso  de  la 
albúmina  por  el  retículo  endoplasmasmático  y  por  el  complejo  de  Golgi  (Medina  and 
Tabernero 2002; Tabernero et al. 2002c). Una vez en el retículo, la albúmina promueve la 
hidrólisis de SREBP‐1  (ahora denominado  también SREBF‐1),  factor de  transcripción que 
induce  la  estearil‐CoA  desaturasa‐1  (SCD‐1),  enzima  clave  y  limitante  de  la  síntesis  de 
ácido oleico (Tabernero et al. 2001b; Tabernero et al. 2002c; Velasco et al. 2003). Una vez 
sintetizado,  el  ácido  oleico  es  liberado  al  medio  extracelular,  formando  el  complejo 
albúmina + ácido oleico. Este complejo albúmina + ácido oleico, posteriormente puede se 
endocitado  por  neuronas,  induciendo  la  expresión  de  proteínas  marcadoras  de 
diferenciación  dendrítica  y  axonal, MAP2  y GAP43,  respectivamente    (Tabernero  et  al. 
2001b; Tabernero et al. 2002c).  La vía de  señalización del ácido oleico en  las neuronas 
incluye la activación del factor de transcripción NeuroD (Rodriguez‐Rodriguez et al. 2004) 
y  de  la  proteína  kinasa  C  (PKC)  (Granda  et  al.  2003),  y  requiere  del  PPARα,  que  es 
translocado al núcleo  (Bento‐Abreu et al. 2007). El ácido oleico promueve  la agregación 
neuronal en grupos que emiten axones y dendritas, formando una red similar a la materia 
blanca y la materia gris del sistema nervioso central (Tabernero et al. 2001b).  
La albúmina se encuentra presente en  la zona subventricular y en el paréquima cerebral 
circundante durante el primer día de vida postanatal, y se mantiene hasta el día tercero 
(Polo‐Hernandez  et  al.  2010).  En  este  periodo,  la  albúmina  coincide  en  la  SVZ  con  la 
estearil‐CoA desaturasa‐1 (SCD‐1). La SCD‐1 presenta su nivel más alto en el primer día de 
vida  postnatal  (Velasco  et  al.  2003),  coincidiendo  con  el  pico máximo  de  ácido  oleico 
(Polo‐Hernandez et al. 2010). Además, la megalina (Bento‐Abreu et al. 2008), así como las 
caveolinas  1  y  2,  todas  ellas,  están  presentes  también  en  las  células  que  rodean  el 
ventrículo  lateral  en  el  período  perinatal.  De  hecho,  en  cultivos  organotípicos  se  ha 
observado que  la albúmina promueve un aumento de  la GAP43 y  la fasciculación axonal 
en el estriado (Polo‐Hernandez et al. 2010). 
Todos estos antecedentes, nos  llevaron a  investigar  la posible participación de  la familia 
de las FABPs presentes en el Sistema Nervioso Central en el efecto neurotrófico del ácido 
oleico. 
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En explantes de la SVZ, se ha observado un aumento de las células GAP43+ que migran en 
presencia de albúmina,  lo que se corresponde con el aumento de  la fasciculación axonal 
en  la  región del estriado, en  cultivos organotípicos de  rodajas  coronales en  las mismas 
circunstancias (Polo‐Hernandez et al. 2010). 
Nuestro  primer  objetivo  fue  determinar  la  localización  de  las  FABPs  presentes  en  el 
Sistema Nervioso Central en el cerebro en desarrollo. Nuestros resultados muestran que 
la FABP3 se expresa el día P1 en la SVZ y, débilmente en el estriado, en donde su marcaje 
se hace  intenso en el día P3. Los estudios en cultivos primarios  indican que  la FABP3 no 
está presente en astrocitos, aunque sí en neuronas, dónde su expresión aumenta durante 
la  diferenciación  neuronal.  En  cultivos  organotípicos  su  expresión  se  intensifica  en  el 
estriado  por  la  presencia  del  factor  neurotrófico  ácido  oleico,  colocalizando  con  los 
fascículos  axonales  en  crecimiento  (GAP43+)  y  con  las  dendritas  que  están 
diferenciándose  (MAP2+).  Estos  resultados  son  consecuentes  con  la  bibliografía,  que 
indica que la FABP3 es característica de neuronas adultas o maduras, y su expresión va en 
incremento después del nacimiento (Liu et al. 2010; Veerkamp et al. 2000; Veerkamp et 
al. 1999; Veerkamp and Zimmerman 2001).  
La  FABP5  se  expresa  en  células  localizadas  en  la  SVZ  y  regiones  periventriculares, 
alcanzando el comienzo de la corriente migratoria lateral en los días P1 y P3. En neuronas 
en cultivo primario su expresión es alta y constante, a diferencia de  los astrocitos en  los 
que se encuentra a niveles más bajos. En cultivos organotípicos su expresión se mantiene 
localizada de manera  intensa en  la SVZ y zona periventricular y de forma menos  intensa 
en el estriado. Estos resultados coinciden con estudios previos que señalan su expresión 
no  solo  en  “neuronas  en  estadios  tempranos  o  durante  la  etapa  perinatal”,  sino  que 
también  se  expresa  en  células  de  naturaleza  glial  (Alexandre‐Gouabau  et  al.  2012; De 
Leon et al. 1996; Matsumata et al. 2012; Veerkamp et al. 1999).  
Por último, la FABP7 se expresa en la SVZ a P1 y comienza a extenderse radialmente por el 
estriado  a  P3.  Asimismo,  está  presente  en  neuronas  en  cultivo  primario  en  estadios 
tempranos, pero su expresión disminuye con la diferenciación. En astrocitos en cultivo se 
encuentra  marcando  de  manera  intensa  tanto  algunas  células  GFAP  positivas  como 
algunas negativas. En cultivos organotípicos se localiza en la zona que rodea al ventrículo 
lateral, pero en presencia del factor neurotrófico ácido oleico aumenta su expresión y se 
localiza en el estriado, radialmente al ventrículo. Todo ello coincide con  lo descrito para 
las  células  de  la  glía  radial  (D'Amico  et  al.  2011;  Podgornyi  and  Aleksandrova  2009)  y 
vendría a indicar que el factor neurotrófico ácido oleico disminuye la expresión de FABP7 
en neuronas pero incrementa el número de células FABP7+. 
Es  interesante  destacar  la  relación  inversa  entre  los  niveles  de  la  FABP3  y  la  FABP7, 
observada preferentemente en neuronas en cultivo, así como los cambios en este balance 
promovidos por el factor neurotrófico ácido oleico. Así, en neuronas en cultivo primario, 
mientras que la FABP3 aumenta a consecuencia de la presencia de ácido oleico, la FABP7 
disminuye. De hecho, se reproduce lo descrito en la bibliografía, en la que se indica que la 
FABP3  es  propia  de  neuronas  adultas,  y  la  FABP7,  aunque  es  un  marcador 
preferentemente de células de la glía radial, también lo es de progenitores neurales (Allen 
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et al. 2000; Banaszak et al. 1994; Feng et al. 1994; Feng and Heintz 1995; Godbout et al. 
1998; Hunt et al. 1986; Owada 2008; Owada et al. 1996a; Owada et al. 1996b; Veerkamp 
et al. 1999). Además, los resultados obtenidos en presencia de ácido oleico indican que el 
desbalance entre  la FABP3 y  la FABP7 se adelanta, siendo muy similar el aumento de  la 
FABP3 al de la GAP43. Estos resultados vendrían a reforzar la idea de que el acido oleico 
actúa  como un  factor neurotrófico  responsable del  cambio hacia un  fenotipo neuronal 
diferenciado y, así mismo, señalaría al ácido oleico como uno de  los  responsables de  la 
inducción  de  la  FABP3.  Nuestros  resultados  también  corroboran  lo  descrito  en  la 
bibliografía en  relación a  la expresión de  las FABPs en  células gliales, que  indica que  la 
FABP3 no se expresa en células gliales, pero sí lo hace la FABP7 (Hartfuss et al. 2001; Liu et 
al. 2010). Además, de acuerdo con lo descrito recientemente (Liu et al. 2010; Matsumata 
et al. 2012; Owada 2008), también  la FABP5, aunque sea en niveles bajos, se expresa en 
astrocitos de más de 21 días de cultivo.  
Nuestros resultados muestran que en neuronas en cultivo, la FABP3 se acumula en la base 
de las neuritas, en donde se ha descrito que se produce la incorporación del ácido oleico a 
las membranas neuronales  (Velasco  et  al.  2003). Así mismo  es una  zona  con una  gran 
presencia de mitocondrias, con las cuales la FABP3 está relacionada ya que colocaliza con 
el  marcador Mitotracker.  Este  hecho  es  significativo,  puesto  que  nuestros  resultados 
también muestran que el ácido oleico aumenta  los valores registrados por el método de 
MTT, así como el número de mitocondrias en dichas neuronas  teñidas con Mitotracker. 
Estas zonas de acúmulo mitocondrial, son zonas de gran demanda energética durante  la 
diferenciación neuronal y la formación de las neuritas, y también durante la consolidación 
de  las  conexiones  neuronales.  En  la  etapa  postnatal  temprana,  este  último  hecho  es 
importante  en  el  estriado  después  de  que  se  hayan  producido  las  primeras  oleadas 
migratorias durante la etapa prenatal. Estos resultados sugieren que el ácido oleico podría 
estar  induciendo  una  diferenciación  también  a  nivel mitocondrial  y  que  FABP3  podría 
estar implicada en su transporte e incorporación a su destino en estas zonas. Además, los 
niveles de expresión de  la FABP3 se  incrementan de forma paralela a  los de  la GAP43, y 
ambas aumentan en presencia del complejo álbúmina + ácido oleico. Es más, existe una 
colocalización de la FABP3 y la GAP43 a lo largo del axón neuronal, tanto en neuronas en 
cultivo como en cultivos organotípicos, en las células diana del ácido oleico en el estriado, 
las cuales muestran una fasciculación axonal importante. Para confirmar la relación de la 
FABP3 con el efecto neurotrófico del ácido oleico se silenció FABP3. Nuestros resultados 
muestran que el  silenciamiento de la FABP3 impide la diferenciación neuronal promovida 
por el  ácido oleico, observándose neuronas  indiferenciadas  con muy pocas neuritas de 
grosor y  longitud reducida. El silenciamiento de  la FABP3 redujo  los niveles de expresión 
tanto  de MAP2  como  de  GAP43.  De  hecho,  el  silenciamiento  de  la  FABP3  impidió  la 
fasciculación  axonal  en  los  cultivos  organotípicos.  Todos  estos  hechos  corroboran  la  
participación de esta proteína,  la FABP3, en el transporte  intracelular del ácido oleico en 
neuronas para llevar a cabo su efecto neurotrófico.  
Nuestros resultados muestran que la FABP5 se localiza durante los primeros días de vida 
postnatal en  la  SVZ  y de manera difusa  también en el  estriado. En neuronas,  como  ya 
hemos  indicado,  sus niveles  son altos y constantes, y  su  silenciamiento en neuronas en 
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cultivo  primario  u  organotípicos  induce  la muerte  neuronal  por  apoptosis,  como  nos 
muestran los resultados de las tinciones de Anexina V y de TUNEL. Así mismo, la expresión 
de la FABP5 en cultivos organotípicos, incluso en presencia de albúmina y de ácido oleico, 
queda restringida a las células de la SVZ y del comienzo de la corriente migratoria lateral 
desde el cuerpo callososo. En su conjunto, estos resultados podrían indicar que la FABP5 
juega un papel muy importante en los progenitores neuronales durante este periodo del 
desarrollo,  ya  que  su  silenciamiento  o  una  disminución  prematura  de  sus  niveles  de 
expresión  impide  la  viabilidad  de  estas  células.  En  este  sentido,  recientemente,  se  ha 
mostrado  la  existencia  de  una  disminución  de  la  proliferación  de  los  progenitores 
neuronales  postnatales  en  ratones  KO  para  FABP5,  FABP7  o  doble  KO  para  ambas 
proteínas,  lo  que  señala  la  importancia  de  ambas  proteínas  en  la  supervivencia  de  los 
progenitores neuronales  (Matsumata et al. 2012). Así mismo, el aumento de  FABP5 en 
presencia  del  factor  neurotrófico  ácido  oleico,  su  colocalización  con  la  albúmina  en 
neuronas y el hecho de que su silenciamiento prevenga el efecto neurotrófico del ácido 
oleico nos hace sugerir que  la FABP5 pudiese  también estar  implicada en el proceso de 
captación del ácido oleico por las neuronas. 
Los experimentos de cultivos organotípicos con rodajas coronales de P0, muestran que la 
presencia  de  albúmina  induce  la  expresión  de  FABP7  en  células GAP43‐  que  se  alejan 
radialmente de  la SVZ,  recorriendo  toda  la pared del ventrículo. Este marcaje es similar 
aunque más  intenso, que el que se muestra en  los cortes de P3. Estos datos sugieren un 
marcaje o bien de progenitores, o bien de las células de la glía radial, caracterizada por la 
expresión del marcador  conocido  como BLBP, que es el nombre primitivo de  la FABP7. 
Otra posibilidad es  que el ácido oleico induzca el aumento del número células FABP7+, en 
la  región adyacente al estriado. Por otra parte, el  silenciamiento de  la FABP7  impide  la 
acción  neurotrófica  del  ácido  oleico,  indicando  que  la  FABP7  interviene  en  la  vía  de 
señalización del ácido oleico en neuronas. En base a  los  resultados de  su colocalización 
con  PPARα,  éste podría  ser  el punto  de  interacción  con  la  cascada de  señalización del 
ácido  oleico.  En  este  sentido,  algunos  autores  han  mostrado  la  existencia  de  una 
interacción  directa  de  la  FABP7  con  los  PPAR,  sugiriéndose  un mecanismo  de  control 
enzimático por regulación de sustrato  libre ejercido por parte de  las FABPs (Hostetler et 
al. 2010; Hostetler et al. 2008; Mita et al. 2010). 
El  silenciamiento  de  FABP7  impide  el  efecto  neurotrófico  del  ácido  oleico  también  en 
cultivos organotípicos.  En  este  caso,  la  acción podría  ser doble,  actuando  a nivel de  la 
neurona  por  bloqueo  de  la  señal  neurotrófica  y,  por  otra,  a  nivel  de  la  glía  radial 
impidiendo su desarrollo. Como  resultado, se  reduciría  la síntesis de ácido oleico en  las 
células  gliales  como  respuesta  a  la  llegada  de  la  albúmina  desde  el  ventrículo  y, 
posiblemente,  se  impediría  la  migración  radial  de  los  progenitores  hacia  el  estriado 
inducida por el ácido oleico. No podemos descartar, no obstante, que el silenciamiento de 
FABP7 en neuronas además de bloquear la vía de señalización del ácido oleico, impida la 
diferenciación neuronal de un modo más amplio, por lo que la ausencia de FABP7 durante 
este periodo actúe como señal inhibitoria de la diferenciación de las neuronas.  
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El ácido oleico promueve el aumento de  células FABP7+  radialmente al ventrículo y de 
células FABP3+ en el estriado donde coincide con  la fasciculación axonal  identificada por 
GAP43  en  cultivos  organotípicos.  A  estos  hechos  habría  que  sumar  un  aumento  del 
marcaje de  la DCX, el marcador de células en migración, desde  las zonas en  las que hay 
más marcaje  con FABP7+, en  la SVZ, hasta  las áreas de diferenciación axonal marcadas 
con  GAP43  y  FABP3,  correspondientes  al  estriado.  Es  interesante  resaltar  que  la 
localización de DCX coincide en regiones, aunque no en las mismas células, con el marcaje 
de la FABP7. Se puede sugerir, por consiguiente, que el aumento de la glía radial (FABP7+) 
y  la  migración  de  las  células  (DCX+)  causados  por  la  presencia  del  ácido  oleico  se 
producirían  de  forma  simultánea  aunque  empleando  un  mecanismo  que  puede  ser 
sinérgico  o  secuencial.  Este  hecho  sugiere  que  además  de  inducir  la  diferenciación 
neuronal,  el  ácido  oleico  actuaría  previamente  estimulando  la  migración  de  los 
progenitores  neuronales,  bien  de  una  forma  directa,  o  bien  indirectamente  sobre  las 
células que actúan  como andamiaje para  la migración de  las neuronas, es decir,  la glía 
radial, produciendo un efecto sinérgico. 
En  este  sentido,  como  ya  se  ha  señalado  al  inicio  de  la  discusión,  nuestro  grupo  de 
investigación ha mostrado que el ácido oleico promueve el agrupamiento de las neuronas 
en  cultivo  (Tabernero  et  al.  2001b),  así  como  la migración  de  las  células  de  la  SVZ  en 
explantes  (Polo‐Hernandez 2009). Todos estos datos, junto con el aumento de los niveles 
de DCX en presencia del complejo albúmina + ácido oleico en cultivos de neuronas (Tello‐
Hernandez  2008),  sugieren  que  el  ácido  oleico  induce  la  migración  radial  de  los 
progenitores  neuronales  previamente  al  aumento  de  los  niveles  de  los marcadores  de 
diferenciación.  A  la  vista  de  los  resultados  obtenidos  con  la  FABP5,  sería  interesante 
estudiar también el posible aumento de la migración tangencial hacia el bulbo olfatorio.  
Nuestros datos corroboran el efecto del ácido oleico sobre el aumento del marcador de 
diferenciación dendrítica, MAP2, observado previamente en neuronas en cultivo primario, 
y  ahora  detectado  en  cultivos  organotípicos.  En  efecto,  los  niveles  de  expresión  de  la 
MAP2 aumentan en presencia de albúmina en cultivos organotípicos y disminuyen tras el 
silenciamiento de  las  FABPs.  Su marcaje  inmunohistoquímico aparece disperso, aunque 
intenso por todo el estriado, dando una idea del aumento de la arborización neurítica de 
las  neuronas  en  dicha  zona.    Su  localización  en  el  estriado  es  coincidente  con  las 
fasciculaciones  de  GAP43,  lo  cual  reproduciría  ex  vivo,  lo  observado  previamente  en 
nuestros cultivos de neuronas in vitro. Además, estos datos reforzarían el papel del ácido 
oleico como un factor diferenciador responsable de la maduración y consolidación de las 
conexiones estriatales.  
Finalmente, nuestro trabajo se ha centrado en el estudio de la cascada de señalización del 
ácido  oleico,  en  la  diferenciación  neuronal.    En  este  sentido  se  ha  estudiado  la 
participación  de  las  distintas  isoformas  de  la  proteína  kinasa  C  (PKC),  la  cual  estaba 
implicada en dicha vía, tal y como se expuso al inicio de la discusión (Granda et al. 2003). 
Nuestros resultados han puesto de manifiesto la presencia mayoritaria de dos isoformas, 
la PKCα y  la PKCε, en neuronas en cultivo primario por  lo que se ha analizado  la posible 
participación de ambas isoformas en la cascada de señalización del ácido oleico. 
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Hay que mencionar que la PKCα es una de las formas más abundantes y ubicuas de la PKC. 
Se  sabe  que  puede  estar  implicada  en  la  reorganización  de  microtúbulos,  en  los 
mecanismos de fosforilación de MAP2c, en  los procesos de migración, en  la fosforilación 
de GAP43, así como en  la supervivencia neuronal  (Battaini et al. 1994b; Gallicano et al. 
1997;  Khan  et  al.  1993;  Perrone‐Bizzozero  et  al.  1993;  Schaechter  and Benowitz  1993; 
Ventura  and Maioli  2001;  Zeidman  et  al.  2002).  Pues bien,  el uso de  inhibidores de  la 
PKCα , así como su silenciamiento redujo la expresión de los marcadores de diferenciación 
axonal y dendrítica, GAP43 y MAP2, observándose como  las neuronas presentaban una 
morfología indiferenciada y en algún caso morían. Además, su inhibición o silenciamiento 
suprimen el efecto del ácido oleico sobre  la expresión de estas proteínas. Por otro  lado, 
los niveles de  la  PKCα  aumentan  en presencia del  ácido oleico  en neuronas  en  cultivo 
primario. Nuestros datos no  indican un  cambio en  la movilidad  celular, manteniéndose 
cierta  agregación  celular,  si  bien  es  cierto  que  disminuye  el  número  y  grosor  de  las 
neuritas y su silenciamiento impide la diferenciación promovida por el ácido oleico. 
De forma similar, el estudio de la PKCε, mostró la participación de esta isoforma en la vía 
de señalización del ácido oleico. Así,   tanto  la  inhibición como el silenciamiento de PKCε 
previenen el efecto del ácido oleico. Además,  la activación específica de PKCε muestra un 
aumento del número de  neuritas  y de  los niveles  de MAP2, pero no de GAP43  y  este 
efecto es sinérgico con el del ácido oleico. Al igual que ocurría con la PKCα, los niveles de 
PKCε aumentan en presencia del complejo albúmina + ácido oleico. Estos datos podrían 
relacionar  preferentemente  la  activación  de  la  PKCε  con  la  formación  de  nuevas 
dendritas. Así, la PKCε participa en la extensión y retirada del cono de crecimiento en un 
mecanismo comandado por el ácido araquidónico y los eicosanoides (Lopez‐Nicolas et al. 
2006;  Schmitt  and Meves  1993),  lo  cual podría  relacionarse  con un mecanismo  similar 
mediado por el ácido oleico.  
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1.‐   La FABP3 se  localiza en neuronas,  incluidas  las del estriado que son diana del ácido 
oleico, y su expresión aumenta con  la diferenciación neuronal. Por su parte,  la FABP5 se 
expresa en neuronas y astrocitos de la VZ y la SVZ, y su expresión no está relacionada con 
la diferenciación. La FABP7 se  localiza  fundamentalmente en  la glía radial en  la SVZ y el 
estriado, aunque también está presente en progenitores neuronales en los que disminuye 
su expresión conforme se diferencian. 

2.‐ La FABP3 se concentra en la base de las neuritas, en las zonas con mayor acúmulo de 
mitocondrias.  Además,  colocaliza  con  GAP43  en  algunos  axones  de  las  neuronas  en 
cultivo, así  como de  las neuronas del estriado. Dado que estas  células  son  la diana del 
efecto axonogénico del  complejo albúmina + ácido oleico,  se puede  sugerir que  FABP3 
puede estar  relacionada con   el  transporte  intracelular del ácido oleico en  las neuronas 
del estriado. 

3.‐ La presencia del complejo albúmina + ácido oleico induce un aumento de la expresión 
de FABP7, intensificándose su marcaje en células GAP43 negativas, adyacentes a la SVZ y 
localizadas  radialmente  hacia  el  estriado.  En  esta  zona  es  donde  se  acumulan  las 
fasciculaciones axonales promovidas por el complejo albúmina + ácido oleico. Este hecho 
sugiere  que  el  ácido  oleico  promueve  el  aumento  de  la  glía  radial  o  células  gliales 
adyacentes  a  la  SVZ.  Así  mismo,  los  resultados  de  los  estudios  en  neuronas,  su 
colocalización con PPARα y el hecho de que su silenciamiento en neuronas y organotípicos 
impida  el  efecto  del  ácido  oleico,  sugieren  que  la  FABP7  interviene  en  la  cascada  de 
diferenciación neuronal. 

4.‐ La FABP5 colocaliza con  la albúmina cuando ésta es captada por  las neuronas,  lo que 
sugiere  una  interacción  de  ambas  proteínas  en  el  proceso  de  internalización  del  ácido 
oleico. Su silenciamiento induce la muerte neuronal por apoptosis, tanto en las neuronas 
en  cultivo  primario  como  en  organotípicos.  Además,  la  FABP5  se  localiza 
mayoritariamente en  la SVZ y en  la corriente migratoria  lateral. Todo ello sugiere que  la 
FABP5  interviene  en  la  supervivencia  de  las  células  progenitoras  y  de  los  neuroblastos 
generados postnatalmente. 

5.‐  El  complejo  albúmina  +  ácido  oleico  promueve  el  aumento  de  la  expresión  del 
marcador de migración neuronal DCX, en zonas adyacentes a la SVZ y en el estriado. Estos 
resultados,  junto  a  los  obtenidos  previamente  por  nuestro  grupo  de  investigación 
sugieren que el complejo albúmina + oleico podría estar involucrado en la migración radial 
de los progenitores de la SVZ hacia el estriado.  

6.‐ La presencia del complejo albúmina + ácido oleico en cultivos organotípicos  induce  la 
expresión del marcador de diferenciación dendrítica MAP2 en la región del estriado, tal y 
como se ha mostrado para  la diferenciación axonal, mediante el marcador GAP43. Estos 
resultados confirman ex vivo el efecto sobre la diferenciación neuronal promovida por el 
complejo albúmina + ácido oleico.  
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7.‐  Las  isoformas  de  PKC  más  abundantes  en  neuronas  son  PKCα  y  PKCε.  Ambas 
incrementan sus niveles de expresión en presencia del complejo albúmina + ácido oleico.  
El  silenciamiento  o  inhibición  de  cada  una  de  las  isoformas,  aunque  no  impide  la 
agregación  neuronal,  suprime  el  incremento  de  los  marcadores  MAP2  y  GAP43 
observados en presencia del complejo albúmina + ácido oleico. Estos resultados sugieren 
que ambas isoformas participan en la diferenciación neuronal promovida por el complejo 
albúmina + ácido oleico. 

CONCLUSIÓN  FINAL:  La  albúmina  induce  el  aumento  de  células  FABP7+  (posiblemente 
células de la glía radial) que se desarrollan radialmente desde la SVZ hacia el estriado, a la 
vez que promueve  la migración de  los progenitores neuronales y su diferenciación en el 
estriado. Este efecto está posiblemente mediado por el ácido oleico, que es transportado 
por  la  albúmina  a  las neuronas, donde es  captado por  la  FABP5  y  conducido  al núcleo 
donde interacciona con el PPARα, el cual induce la diferenciación neuronal . Así mismo, en 
la diferenciación neuronal  interviene  la FABP3, posiblemente transportando ácido grasos 
para  la mitocondriogénesis.  Por  último,  tanto  la  PKCα  como  la  PKCε  intervienen  en  la 
cadena de señalización del ácido oleico ya que su silenciamiento o  inhibición  reduce de 
manera significativa el efecto neurotrófico del ácido oleico.  
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