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IV. DISCUSIÓN 

 
1. Dinámica de la expresión génica en la criolesión 

 

La respuesta inflamatoria desencadenada por la criolesión ya había sido, tal y como se 

comenta en la introducción, caracterizada por nuestro grupo desde un punto de vista 

primordialmente histopatológico (Giralt et al., 2002b, Penkowa et al., 1999a). Nos interasaba 

a continuación determinar la dinámica de activación de los diferentes factores implicados en 

la respuesta a este tipo de lesión. En este sentido, la tecnología de los chips de ADN 

(microarrays), se ha mostrado como una herramienta de elevado potencial para analizar la 

implicación de miles de genes al mismo tiempo en una situación concreta. Esta técnica, usada 

en otros tipos de lesión traumática (Knoblach et al., 1999, Kury et al., 2004, Natale et al., 

2004), permite analizar, dependiendo del experimento y del chip usado, la respuesta de entre 

10.000 y 20.000 genes expresados en la corteza cerebral ipsilateral a diferentes tiempos 

después de la lesión, concretamente y tras la realización de tres experimentos, con dos cepas 

de ratones diferentes, hemos podido cubrir desde 1 día post lesión (dpl) hasta 16dpl. 

 

1.1. Selección de los genes 

 

El análisis de los resultados de los microarrays lleva asociado el empleo de 

herramientas informáticas, en este caso el programa dChip (Li y Wong, 2001), que facilitan el 

filtrado de los genes afectados según sus cambios en la expresión (fold change). Estos genes 

posteriormente son analizados mediante un test estadístico convencional (ANOVA de dos 

factores) para obtener así una lista manejable y estadísticamente significativa. Esta 

aproximación ha sido propuesta como la más apropiada para el análisis de los datos generados 

por microarrays (Guo et al., 2006) y fue usada en dos de los tres experimentos. En el último, 

sin embargo, y debido a que una nueva versión del programa dChip permitía realizar 

directamente un test ANOVA de dos factores, se optó por usar este sistema. El número de 

genes cuya expresión se vio afectada por la criolesión se situó alrededor de 320 en los dos 

primeros experimentos y de 459 en el último. Las diferencias en los valores entre 

experimentos, aunque mínimas si pensamos en el número total de genes analizados,  pueden 

explicarse por diferentes motivos como el própiamente metodológico así como por el hecho 
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de que en el último experimento se han tenido en cuenta sondas redundantes, lo que conlleva 

que el número de genes afectados real sea algo menor. Otro factor a tener en cuenta es que, 

pese a que en este apartado nos centramos en el papel per se de la criolesión, no debemos 

olvidar que los experimentos fueron diseñados desde la perspectiva de evaluar el efecto de la 

deficiencia bien de TNFR1/ TNFR2, IL-6 o MT1+2 para elucidar su implicación, por lo que, 

dependiendo de los genotipos estudiados pueden existir diferencias puntuales en el test 

ANOVA de dos factores. Finalmente, el último experimento fue realizado en ratones de la 

cepa 129Sv/J, mientras que los dos anteriores se realizaron en animales C57Bl6/J, por lo que, 

dadas sus marcadas diferencias anatómicas y funcionales (Kalueff y Tuohimaa, 2004, van 

Bogaert et al., 2006), pueden existir diferencias en la respuesta entre las dos cepas.  

 

1.2. Caracterización del patrón temporal de expresión en la criolesión 

 

Si bien es importante identificar los genes alterados en nuestro modelo de lesión, no lo 

es menos el poder clasificarlos según su patrón de expresión, agrupando todos aquéllos que 

respondan de manera similar a la criolesión y, de esta forma, poder definir qué funciones y/o 

mecanismos celulares están implicados en cada momento. 

El programa dChip permite la agrupación jerárquica de los genes obtenidos, creando 

diferentes clusters donde se muestra el nivel de expresión de un gen en comparación con los 

niveles basales en cada tiempo estudiado. Gracias a este tipo de análisis hemos podido 

identificar grupos de genes que muestran cambios en la expresión, ya sea incrementándola 

(aproximadamente un 70% de los genes) o disminuyéndola (30% de los genes), en algunos de 

los tiempos estudiados. Después de un análisis funcional mediante el programa EASE 

(Hosack et al., 2003) pudimos identificar las categorías sobre-representadas en cada uno de 

los clusters seleccionados. 

Nuestros resultados permiten afirmar que, si bien la criolesión induce en gran medida 

la expresión de genes encaminados a favorecer la respuesta inflamatoria, la entrada 

leucocitaria y la resolución del daño, iniciando procesos de supervivencia o apoptóticos en las 

diferentes células afectadas, también provoca la disminución de la función neuronal y la 

plasticidad sináptica, aunque probablemente exista una interrelación entre estas dos acciones, 

siendo aquí donde cobra vital importancia el estudio del papel de las citoquinas, que como ya 

se ha descrito anteriormente, participan en las primeras fases de la respuesta. 
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En las primeras 24 horas después de la lesión encontramos un marcado incremento en 

la expresión de genes implicados en procesos de señalización tales como factores de  

transcripción, en muchas ocasiones relacionados con la señalización de citoquinas y factores 

de crecimiento, destacando a nfkb, c-fos, c-jun y stat3. La expresión de estos factores ha sido 

ampliamente descrita en respuesta a lesiones traumáticas (Hang et al., 2006, Michael et al., 

2005, Suzuki et al., 2005). Estos factores son a su vez los responsables de la activación de 

multitud de genes, sugiriendo una activación de múltiples mecanismos de supervivencia y/o 

apoptosis después de la lesión. Algunos ejemplos serían gadd45b y gadd45g, implicados tanto 

en mecanismos neuroprotectores como neurotóxicos (Yoo et al., 2003) o genes implicados en 

la respuesta inflamatoria como las quimioquinas (ccl2, ccl3, ccl12) (Rebenko-Moll et al., 

2006) o las proteínas de fase aguda metalotioneína 1 y 2, que son inducidas tras lesión en 

parte por IL-6 (Lee et al., 1999), marcando así una posible primera respuesta rápida al daño. 

En el periodo comprendido entre 1 día y 4 días post lesión los resultados sugieren que 

están siendo activados mecanismos de respuesta intracelular al daño, aumenta la expresión de 

moléculas implicadas en el control del ciclo celular y apoptosis, como p21 o CLIC4 

relacionados con procesos apoptóticos inducidos por p53  (Kassouf et al., 2006, Siever y 

Erickson, 1997).  Otros mecanismos claramente activados sugieren la remodelación del tejido, 

observándose un incremento en la expresión de genes que codifican proteínas del 

citoesqueleto, como es el caso de genes de astrocitos como  GFAP o vimentina, dando lugar a  

una mayor reactividad glial, hecho que se ha demostrado tanto en la criolesión (Penkowa et 

al., 2000b) como en otros tipos de lesiones (Dutcher et al., 1999). Otros genes que codifican 

factores del citoesqueleto de diferentes tipos celulares como la calponina 3 o la transgelina 

también se ven incrementados, así como genes asociados a la matriz extracelular, tales como 

las  anexinas, implicadas en procesos de adhesión celular y fibrinolisis (Siever y Erickson, 

1997), que facilitarán la entrada de leucocitos así como la exacerbación del proceso 

inflamatorio. 

Entre los días 4 y 8 post lesión se confirma una mayor entrada de leucocitos, 

observándose un marcado incremento en el número de genes implicados en los procesos de 

respuesta inmune, con especial énfasis en genes pertenecientes al complejo mayor de 

histocompatibilidad tipo II, presente en células presentadoras de antígeno profesionales 

(Abbas et al., 2000) y factores del complemento. También hemos descrito un incremento en 

la expresión de genes  relacionados con la reconstrucción celular y con la respuesta a daño. Se 

ha podido observar el incremento de la expresión de diversas catepsinas, implicadas tanto en 

procesos de proteolisis intracelular como de la matriz extracelular (Felbor et al., 2002). A los 
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8dpl, la única categoria de genes con respuesta significativa implica la remodelación de la 

matriz extracelular. A los 16 días post-lesión la expresión génica, en general, vuelve a los 

niveles basales. 

No debemos olvidar, sin embargo, que un 30% de los genes seleccionados mostraron 

una disminución en su expresión después de la criolesión. La gran mayoría de estos genes 

están relacionados con la diferenciación neuronal, el desarrollo del sistema nervioso y 

mecanismos de transporte intracelular. Nuestros resultados confirman el descenso de la 

función neuronal tras la lesión, pudiendo ser sus causas primarias (debidas a la lesión) y/o 

secundarias (por un descenso de factores tróficos en la denominada zona de penumbra) 

(Wieloch y Nikolich, 2006). Así, podemos destacar el gen que codifica la subunidad beta de 

la proteína quinasa II dependiente de calcio/calmodulina – Camk2b-, implicada en procesos 

de memoria y plasticidad  (Colbran y Brown, 2004) y el gen para la proteína asociada a 

microtúbulo 2 (mtap2), implicado en la estabilidad de los microtubulos y en procesos de 

plasticidad sináptica (Harada et al., 2002).  

 

2. El TNF-α en el sistema nervioso central 

 

Nos hemos centrado en la participación de cada uno de los receptores del TNF-α por 

separado gracias al empleo de animales knock-out para el receptor 1 (TNFR1KO) o para el 

receptor 2 (TNFR2KO) en un modelo de lesión traumática, en concreto la criolesión, aunque 

cabe destacar que no hemos olvidado posibles acciones de este factor en el organismo sano. 

 

2.1. Implicación del TNF-α en la actividad motora/exploratoria 

 

De los resultados que hemos obtenido con animales deficientes bien para el receptor 1 

o para el receptor tipo 2 del TNF-α se desprende que este factor está implicado en el 

desarrollo y/o en la modulación de algunos de los patrones conductuales del ratón.  

En este sentido tanto los animales deficientes para el receptor 1 como para el receptor 

2 del TNF-α muestran una mayor actividad locomotora, cuantificada por un incremento en el 

número de ambulaciones exteriores en el test hole board (tabla de agujeros), confirmando así 

resultados de otros grupos que muestran como una sobre-expresión de TNF-α afecta de 

manera global la conducta de los ratones (Fiore et al., 1996), observándose una menor 
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actividad locomotora (Fiore et al., 1998). El test hole board es también un indicador de la 

actividad exploratoria de los animales, habiéndose descrito como el incremento de TNF-

α hipocampal tras lesión en ratón reduce la capacidad exploratoria medida por el número de 

rearings  (Pan et al., 2003). Nuestro estudio confirma estos resultados, caracterizando además 

el papel específico de TNFR2 en este patrón de conducta, al observar un incremento tanto en 

el número de rearings como de head dippings –también indicador de conducta exploratoria- 

únicamente en los animales TNFR2KO. Una posible explicación de las diferencias 

conductuales de los animales deficientes en TNFR2 puede encontrarse en la alteración en la 

expresión de diversos genes, identificados gracias a los microarrays,  implicados tanto en la 

formación como en la actividad de las sinapsis. El TNF-α, mediante su unión al receptor 2, 

podría estar modulando el patrón de expresión génica dando como resultado final las 

diferencias conductuales que describimos en adultos. En este sentido se ha descrito una acción 

del TNF-α en procesos de refuerzo sináptico (Stellwagen y Malenka, 2006). El estudio de la 

contribución específica de cada uno de los genes en el fenotipo observado se presenta como 

un interesante proyecto para elucidar las acciones centrales del TNF-α en condiciones 

fisiológicas. 

El test hole board,  permite además evaluar la ansiedad/emotividad de los animales, ya 

que las ambulaciones por cuadrantes internos, desprotegidos, serán más frecuentes en 

animales menos ansiosos. Nuestros resultados no muestran ningún efecto del TNF-α en este 

parámetro, ni tampoco se observan diferencias entre cepas en un test específico para evaluar 

la ansiedad de los animales, como es el elevated plus maze (laberinto en cruz elevado). En 

este último el tiempo que los animales pasan en los brazos abiertos (no protegidos) del 

laberinto correlaciona inversamente con la ansiedad del animal. Los resultados sugieren que el 

TNF-α, a nivel fisiológico no estaría implicado en la ansiedad o emotividad de los animales, 

aunque otros laboratorios, usando animales TNFKO, han sugerido un papel de esta citoquina 

en el establecimiento de conductas ansiogénicas (Yamada et al., 2000) o tras infección vírica 

(Silverman et al., 2007). Las diferencias podrían explicarse por un lado por los efectos que 

puede causar una deficiencia total de TNF-α durante el desarrollo, y por otro por que las 

acciones del TNF-α a las concentraciones en las que se encuentra en respuesta a infecciones 

pueden diferir de las observadas a nivel fisiológico,  mostrando nuevamente la complejidad de 

la señalización de este factor. Otras citoquinas pro-inflamatorias como la IL-1 o la IL-6, sin 

embargo, sí que han mostrado efectos sobre la ansiedad, (Armario et al., 1998, Swiergiel y 

Dunn, 2007), debe tenerse en cuenta, sin embargo, que niveles elevados de estos factores 
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pueden inducir la respuesta de enfermedad (sickness behaviour), la cual a su vez puede alterar 

los resultados de los tests conductuales usados normalmente. 

 

2.2. Papel de los receptores del TNF-α en un modelo de lesión 

traumática 
 

Múltiples mecanismos se activan en respuesta a daño en el sistema nervioso central, 

por lo que no es de extrañar que, tal y como se ha descrito en otros modelos experimentales 

(Li et al., 2004, von Gertten et al., 2005), en nuestro modelo de lesión se observe un claro 

patrón de activación de grupos de genes. De entre los grupos obtenidos se puede identificar la 

inducción de genes implicados en procesos inflamatorios, sobre todo en tiempos cortos 

después de la lesión, así como genes relacionados con la respuesta a daño. Por el contrario, 

entre los genes cuya expresión disminuye después de la lesión se pueden encontrar factores 

implicados en la diferenciación neuronal y, posteriormente, en la estabilidad de los 

microtubulos, y, por extensión, de la célula.  

Una vez visto el mecanismo general iniciado frente a una lesión nuestro objetivo ha 

sido caracterizar el papel individual de cada uno de los receptores del TNF-α en esta 

respuesta, habiéndose analizado a diferentes niveles. En primer lugar, sé usó un test para 

evaluar la función motora tras lesión, el horizontal ladder beam (escalera horizontal elevada –

HLB- ). En este test, se enseña a los ratones a pasar sobre una escalera horizontal para llegar a 

una caja oscura en un extremo. Una vez los ratones han aprendido a ejecutar la prueba sin 

errores, son lesionados y se anota el número de fallos que cometen al pasar sobre la escalera 

horizontal. Nuestros resultados muestran como tanto los animales TNFR1KO como los 

animales TNFR2KO presentan una mejor respuesta, comparados con animales de la cepa 

control, lo que sugiere una implicación neuropatológica para ambos receptores. En este 

sentido, la ausencia de TNF-α se ha mostrado positiva tanto en procesos isquémicos como 

tras administración de ácido caínico (Bruce et al., 1996, Gary et al., 1998). En otros casos, sin 

embargo,  se ha descrito un papel diferencial de los dos receptores, por ejemplo en la EAE el 

TNFR1 desempeña un papel negativo mientras que TNFR2 participa en funciones 

neuroprotectoras (Suvannavejh et al., 2000), aunque lo contrario se ha descrito en procesos 

isquémicos (Akassoglou et al., 2003) y por último, después de axotomía se ha descrito un 

papel perjudicial mediado por los dos receptores al mismo tiempo (Raivich et al., 2002), 

estando más en línea con nuestros resultados en la criolesión. 
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Por este motivo, nuestro esfuerzo se ha encaminado en encontrar los mecanismos de la 

señalización de cada uno de los receptores en nuestro modelo, para en un futuro poder 

estudiar los mecanismos concretos que puedan explicar la diversidad de acciones. 

 
2.2.1. TNFR1 media la respuesta inflamatoria desencadenada por la 

criolesión 

 

Una de las acciones mejor descrita para TNF-α es su capacidad pro-inflamatoria por lo 

que en este trabajo hemos caracterizado la respuesta inflamatoria subsiguiente a la criolesión 

en animales TNFR1KO y TNFR2KO.  

Nuestros resultados sugieren un papel de TNFR1 pero no de TNFR2 en el 

establecimiento de la respuesta inflamatoria, habiéndose observado que sólo los animales 

TNFR1KO presentan un menor número de astrocitos reactivos, menor microglia 

activada/macrófagos (células positivas para F4/80 así como células positivas para IL-1β), 

linfocitos T (CD3 positivos) infiltrados y células apoptóticas (positivas para caspasa-3 y 

TUNEL) tanto 3 como 7 días después de la lesión, pero sin estar asociada a una reducción en 

el estrés oxidativo (células positivas para proteínas nitrosiladas y para 8-oxoguanina, un 

marcador de daño en el ADN).  

Un estudio más exhaustivo a nivel de expresión génica mediante diferentes técnicas 

nos ha permitido describir que esta menor respuesta inflamatoria y apoptosis observada en los 

animales TNFR1KO podría ser consecuencia de la menor activación génica en las primeras 

24 horas de la respuesta a la lesión. Una primera aproximación mediante RPA (ribonuclease 

protection assay) nos permitió confirmar esta hipótesis, presentando los animales TNFR1KO 

una menor activación de genes implicados en la vía de señalización de TNFR1 (rip), una 

disminución en la expresión de citoquinas pro-inflamatorias, acompañada de una menor 

expresión de gfap y de mac1, lo que sugeria una menor activación astroglial e infiltración de 

macrófagos respectivamente, y de genes implicados en la respuesta inflamatoria tales como la 

proteína de fase aguda eb22/5, el factor de adhesión celular icam, las metaloproteinasas de 

matriz (mmps) y su inhibidor (timp1) y finalmente en genes implicados en vías apoptóticas 

(fas). Estos resultados permitirían explicar los resultados obtenidos por otros grupos, en tanto 

en cuanto el TNF-α estaría implicada en la respuesta inflamatoria, regulando el reclutamiento 

de leucocitos y la gliosis (Munoz-Fernandez y Fresno, 1998, Raivich et al., 1999). 
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 La reducción observada en la expresión de estos genes sugería la implicación del 

factor de transcripción más importante en la señalización de TNF-α, el factor nuclear (NF)kB, 

habiéndose descrito una expresión reducida de este factor previamente en animales con 

diferentes déficits en la  vía del TNF-α (Kim et al., 2001, Sullivan et al., 1999). Mediante el 

uso de una técnica de screening de amplio espectro (microarrays) con sondas para 

aproximadamente 20.000 genes pudimos identificar efectivamente una menor expresión de 

nfkB así como de otros factores de transcripción c/ebp, c-jun, c-fos en los animales 

TNFR1KO a las 24 horas post lesión. NFkB puede activar mecanismos tanto 

antiinflamatorios como pro-inflamatorios entre los que se encuentran tanto c-fos como c-jun, 

que una vez dimerizados constituyen el factor de transcripción AP-1, que puede iniciar 

procesos apoptóticos (Hallenbeck, 2002).  

La disminución en la expresión de factores de transcripción está acompañada de una 

disminución en la expresión de genes implicados en la respuesta inflamatoria en los animales 

TNFR1KO. Aunque los microarrays no detectaron la expresión de citoquinas pro-

inflamatorias, probablemente por problemas de sensibilidad, a 1 dia post-lesión encontramos 

menor expresión de genes relacionados con la señalización de citoquinas tales como el 

receptor 1 de la IL-1 o stat3, factor de señalización de IL-6 o socs3, implicado en la 

regulación de las acciones de citoquinas (Emery et al., 2006), lo que se corresponde con las 

disminuciones en la expresión de IL-1α, IL-1β, IL-6 y TNF-α  observadas con el RPA. Las 

citoquinas inducen a su vez la expresión de múltiples factores, entre ellos quimioquinas 

(Borish y Steinke, 2003), que a su vez, dada la implicación de estos factores en la migración 

leucocitaria (Rebenko-Moll et al., 2006), explicarían la menor presencia de macrófagos y 

leucocitos observados tanto a 3 como a 7dpl. 

Los genes de las metalotioneínas 1 y 2 son inducidos por la criolesión y muestran una 

disminución a 1dpl asociada a la deficiencia de TNFR1. Las metalotioneínas poseen una clara 

acción anti-inflamatoria y anti-oxidante (Carrasco, 2000, Hidalgo et al., 2001) y son inducidas 

por IL-6 a través de STAT3 (Lee et al., 1999). Pese a que a nivel histoquímico no observamos 

diferencias en cuanto a células positivas para marcadores de estrés oxidativo la disminución 

en los niveles de metalotioneína puede condicionar en estadios posteriores la capacidad 

antioxidante en los animales TNFR1KO. En este sentido, el estrés oxidativo desempeña un 

papel muy importante en el mantenimiento de las vías apoptóticas inducidas por el TNF-α 

(Kamata et al., 2005). Hemos descrito que la criolesión  induce la expresión de las 

metaloproteinasas MMP3, MMP9 y MMP12 y de su inhibidor TIMP1. Este dato es 
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consistente con los resultados descritos en un modelo de impacto cortical (Wang et al., 2000), 

en el que se observa una menor inducción en la expresión de estos factores en los animales 

TNFR1KO a un día post lesión. Los resultados sugerirían una menor degradación de la matriz 

extracelular, que podría ser causa y consecuencia al mismo tiempo de una menor infiltración 

de células circulantes (Justicia et al., 2003). Finalmente también hemos podido observar que 

la criolesión induce la expresión de genes implicados en procesos apoptóticos tales como c-

fos, c-jun, fas y a20, siendo este último un gen con acciones antiapóptoticas inducido por 

NFκB (Bubici et al., 2006), los animales TNFR1KO presentan nuevamente una inducción 

menor de todos estos factores, siendo posiblemente éste el motivo de la menor muerte celular 

apoptótica detectada en el borde de la lesión tanto a 3 como a 7dpl.  

En vista de nuestros resultados parecería claro que TNFR1 está mediando la activación 

de los mecanismos pro-inflamatorios en respuesta a criolesión a tiempos cortos, tal y como se 

ha descrito en otros modelos experimentales (Suvannavejh et al., 2000). En fases posteriores 

(4dpl) no encontramos diferencias en cuanto a la expresión de Gfap o del gen de fase aguda 

eb22/5 (Campbell et al., 1994) o de Timp1, observándose incluso un incremento de los 

valores de este último a los 3dpl, sugiriendo probablemente un retraso en su dinámica de 

activación. Los resultados no hacen más que demostrar que, si bien los cambios iniciales a los 

7dpl causados por la deficiencia de TNFR1 se muestran beneficiosos tanto histopatológica 

como funcionalmente (medido por el test HLB), no podemos descartar que los mecanismos de 

signo contrario se inicien en estadios posteriores, tal y como ha sido postulado por otros 

autores (Munoz-Fernandez y Fresno, 1998, Shohami et al., 1999). 

 

2.2.2. TNFR2  es el principal mediador de las acciones del TNF-α  

independientes de la inflamación 

 

 

El hecho de que una menor presencia de mediadores inflamatorios, como pasa en los 

animales TNFR1KO, motivase una disminución en el daño celular y una mejora en la 

respuesta funcional después de daño encajaba totalmente con la descripción de las acciones 

descritas para este receptor. Los animales TNFR2KO, como ya hemos comentado, presentan 

también una mejor respuesta en el test HLB, sugiriendo que el TNF-α  puede tener acciones 
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independientes de la inflamación mediadas por TNFR2 que desembocan en una peor 

respuesta funcional tras criolesión. 

El uso de los microarrays nos ha permitido detectar una gran variedad de genes 

afectados constitutivamente por la deficiencia de TNFR2, por lo que es probable que 

combinaciones de éstos sean los causantes de los efectos observados. Una vez agrupados los 

genes según sus funciones descritas, pudimos observar como la mayoría de ellos estan 

implicados en desarrollo, memoria, plasticidad sináptica y estabilización de los microtúbulos, 

por lo que nuestros resultados abren múltiples posibilidades futuras para la clarificación de las 

acciones del TNF-α  tanto en situaciones fisiológicas como frente a daño. 

En este sentido, y a modo de ejemplo de las posibilidades que ofrecerá en el futuro el 

estudio exhaustivo de cada uno de los genes seleccionados, se puede resaltar un posible 

mecanismo implicado en la muerte celular por vías alternativas a las descritas actualmente 

para TNFR1. Se ha descrito una vía de muerte celular inducida por TNF-α  causada por la 

disfunción de los microtúbulos inducida por la fosforilación de la proteína stathmin 

(Vancompernolle et al., 2000). En nuestro estudio hemos observado como stathmin se 

encuentra disminuído en los animales TNFR2KO de manera constitutiva, de la misma manera 

que lo están  los genes de factores asociados a los microtúbulos map1b y map2. El mismo 

grupo (Van Herreweghe et al., 2002) ha descrito que este proceso viene mediado por la 

fosforilación de la glioxilasa-1 por acción de la  PKA, induciendo muerte celular por una vía 

dependiente de productos finales de glicosilación avanzada (advanced glycation end-product 

–AGE-). En este sentido hemos identificado que el gen de la subunidad catalítica de la PKA 

(Prkacb) también muestra una expresión reducida en los animales TNFR2KO. En conclusión, 

la deficiencia de TNFR2 nos muestra una implicación de este receptor en mecanismos de 

mantenimiento celular diferentes a las descritas para el TNFR1, tanto a nivel fisiológico como 

después de lesión.  

En nuestro modelo la ausencia y, por lo tanto el bloqueo de las vías de señalización de 

cualquiera de los dos receptores se ha mostrado beneficioso en las primeras fases de la 

respuesta, aunque, dado el papel dual descrito para el TNF-α  no podemos afirmar que sea así 

durante la progresión de la respuesta al daño (Shohami et al., 1999). 
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3. Implicación de la IL-6 en el sistema nervioso central 

 

El objetivo principal del estudio ha sido la determinación de los genes implicados en 

la diferente respuesta a la criolesión que observamos en los animales con deficiencia en IL-6 

(IL6KO) (Penkowa et al., 1999b, Penkowa et al., 2000b) o que sobre-expresan IL6 en el 

sistema nervioso central (GFAP-IL6) (Penkowa et al., 2003c). Estos resultados, 

principalmente obtenidos mediante técnicas histopatológicas,  sugieren un papel dual de la IL-

6, estando primeramente implicada en el establecimiento de la  respuesta inflamatoria, pero al 

mismo tiempo participando en la disminución del estrés oxidativo y de los procesos 

apoptóticos, pudiendo estar estos efectos a su vez implicados en la facilitación de la 

recuperación después de lesiones  traumáticas (Swartz et al., 2001), así como en modelos de 

lesión axonal in vitro (Hakkoum et al., 2007). En vista de estos resultados, es de vital 

importancia, por tanto, elucidar los mecanismos desencadenantes. 

Nuestros resultados, mediante el empleo de microarrays, nos han permitido 

determinar la implicación de la IL-6 tanto en situaciones fisiólogicas como después de la 

lesión, habiendo observado cambios en la expresión de diferentes genes, algunos no descritos 

previamente, que pueden mediar los importantes efectos establecidos para la IL-6 bien en la 

supervivencia celular bien en la respuesta inflamatoria tras criolesión.  

 

3.1. La señalización de la IL-6 en condiciones fisiológicas 

 

La expresión de diversos genes se ha visto alterada de manera constitutiva por la 

deficiencia o sobre-expresión de IL-6 en el SNC, sirviendo de base para explicar las múltiples 

observaciones sobre la implicación de la IL-6 en diferentes funciones en el SNC. Los genes 

han podido ser agrupados en diferentes categorias. Entre ellas, encontramos genes implicados 

en procesos de  plasticidad sináptica, en este sentido factores como la alfa-sinucleina o la 

sinapsina II, que modulan la función de las vesículas sinápticas (Austin et al., 2006, 

Samigullin et al., 2004),  muestran una expresión incrementada en los animales IL6KO, 

mientras que por el contrario  vamp2 (sinaptobrevina 2), gen involucrado en la transmisión 

sináptica (Blagoveshchenskaya et al., 2002),  está disminuído en los animales que 

sobreexpresan IL-6, por lo que podrían estar implicados en las alteraciones en los niveles de 



184                                                            Discusión 

diferentes proteínas sinápticas inducidas por IL-6 y descritas recientemente (Vereyken et al., 

2007) que pueden explicar, a su vez, las diferencias en la conducta emocional observadas en 

los animales IL6KO (Armario et al., 1998) 

También hemos podido observar como la IL-6 modula la expresión de genes 

implicados en el desarrollo del SNC. Se ha sugerido una acción de la IL-6 en la diferenciación 

preferencial de las células precursoras neurales en astrocitos (Taga y Fukuda, 2005), 

habiéndose observado una disminución de la neurogénesis en adultos (Vallieres et al., 2002). 

Nuestros resultados confirmarían la implicación de IL-6 en estos procesos; así la deficiencia 

de IL-6 está asociada a un incremento en la expresión de los factores de transcripción Sox2, 

expresados en células precursoras embrionarias (Miyagi et al., 2004), o el factor de 

transcripción 12, que participa en el desarrollo de los oligodendrocitos (Riemenschneider et 

al., 2004).  

Por último, otras funciones en las que hemos descrito genes alterados por la 

deficiencia o sobre-expresión de IL-6 son la síntesis y metabolismo protéico y de ácidos 

nucléicos así como genes implicados en la citoarquitectura celular, que probablemente estén  

involucrados en todos los procesos descritos anteriormente, y que, sin lugar a dudas, 

condicionan la posterior respuesta a situaciones lesivas descrita para los animales IL6KO 

(Penkowa et al., 2000b) o GFAP-IL6  (Penkowa et al., 2003c) tanto en la criolesión como en 

otros modelos (Penkowa et al., 2003b, Swartz et al., 2001).  

Nuestros resultados, en conjunto, confirman la naturaleza pleyotrópica de la IL-6 así 

como sirven de base para un estudio pormenorizado gen a gen que puede resultar clave en la 

identificación de nuevos mecanismos de acción de la IL-6 en la fisiología del SNC. 

 

 

3.2. Implicación de la IL-6 en el sistema nervioso central en un 

modelo de lesión traumática  

 

3.2.1. La IL-6 modula la función neuronal 

 

Nuestros resultados muestran una disminución de la expresión tras lesión de diversos 

genes implicados en la función neuronal, en la transducción de señales y en el control de la 

transcripción génica, encontrándose una implicación de la IL-6 en todas estas categorias, lo 

que sugiere importantes y variadas acciones de esta citoquina. De entre todas las categorias, 
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quizás la más destacada y en la que más genes se han visto afectados por la deficiencia o 

sobre-expresión de IL-6 es la de la señalización del calcio. Este dato no es soprendente si se 

tiene en consideración que la alteración de la homeostasis del calcio es una de las 

características de las lesiones traumáticas, al activar mecanismos de muerte celular por 

excitotoxicidad y alterar los mecanismos de aprendizaje y memoria (Yun et al., 2002).  

Se ha descrito una  disminución en los niveles de CAMKII en respuesta a lesiones 

isquémicas (Uemura et al., 2002), epilepsia (Liang y Jones, 1997) y daño excitotóxico in vitro 

(Churn et al., 1993). Nosotros observamos que la deficiencia de IL-6 mantiene la expresión de 

la proteina quinasa dependiente de calcio/calmodulina II (Camk2), mientras que la sobre-

expresión de IL-6 provoca una reducción mucho más marcada. De la misma manera, el gen de 

la quinasa 2 de la CaMKII (Camkk2) se encuentra disminuído en los animales GFAP-IL6. 

Dado que la vía de la CaMKII es uno de los mecanismos más importantes en el control de la 

plasticidad sináptica y la memoria (Colbran y Brown, 2004) podemos sugerir que la IL-6 

presenta un papel inhibidor de estas funciones y en este sentido, se podrían explicar los 

deficits en actividad hipocampal (Steffensen et al., 1994) y aprendizaje (Heyser et al., 1997) 

descritos en los animals GFAP-IL6 y la inhibición de los procesos de memoria y plasticidad 

sináptica descritos para la IL-6 (Balschun et al., 2004). 

Después de la lesión, la IL-6 puede estar actuando de una manera más compleja en la 

homeostasis del calcio. En este sentido hemos podido identificar una menor expresión de 

genes como Atp2b2 (Pmca2) o Achyl1, implicados en la salida de calcio de las neuronas tras 

lesión  (Cooper et al., 2006, Pottorf et al., 2006) en los animales GFAP-IL6. De la misma 

manera, la administración crónica de IL-6 en neuronas cerebelares también se ha descrito que 

induce la liberación de calcio desde compartimentos intracelulares (Nelson et al., 2004). 

El objetivo principal de la respuesta a una lesión es la limitación del daño y uno de los 

mecanismos, como ya se ha comentado, es la disminución de la función sináptica. En este 

sentido, ha sido ampliamente descrita la capacidad de la microglia activada para eliminar las 

sinapsis excitadoras en neuronas dañadas, en un proceso conocido como synaptic stripping  

(Cullheim y Thams, 2007),  impidiendo así una activación neuronal y favoreciendo la 

iniciación de mecanismos de supervivencia. 
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3.2.2. La IL-6 es pro-inflamatoria en la criolesión 

 

La IL-6 ha sido extensamente descrita como factor pro-inflamatorio  (Munoz-

Fernandez y Fresno, 1998, Van Wagoner y Benveniste, 1999) y, en este sentido, nuestros 

resultados claramente muestran la contribución de la IL-6 en la expresión de genes implicados 

en la respuesta inflamatoria.  En primer lugar, el trabajo con animales deficientes en IL-6 nos 

ha permitido observar una menor activación en dos de las principales vías de señalización 

mediadas por citoquinas pro-inflamatorias, como son la via JAK/STAT observando una 

menor activación de Socs3, gen diana de STAT3, mediador de la respuesta inflamatoria de IL-

6  e indicativo del status inflamatorio de la célula (Emery et al., 2006). Asimismo, la 

señalización por NFκB, descrito anteriormente, también se encuentra alterada en los animales 

sin IL-6, donde observamos una menor indución de Ikba, que codifica para el inhibidor de 

NFκB, IκBα, lo que sugiere bien una respuesta defectuosa en estos animales al daño o bien 

una alteración en el control de los genes diana de NFκB, que a su vez es el mediador principal 

de TNF-α, lo dará lugar a una menor presencia de citoquinas pro-inflamatorias, como había 

sido previamente observado en un modelo de isquemia (Clark et al., 2000).  

Una de las acciones mejor establecidas  para la IL-6 es su participación en la 

inducción de la activación glial y en la infiltración de células circulantes (Kopf et al., 1994, 

Penkowa et al., 1999b). En este sentido, no es de extrañar que observemos una menor 

expresión de diferentes genes implicados en estos procesos, como es el caso de Cd14, que 

codifica para el co-receptor de LPS y que se expresa en monocitos y macrófagos (Beschorner 

et al., 2002) en los animales IL6KO. De la misma manera, se observa una disminución en 

diferentes genes del complejo de histocompatibilidad tipo II, también expresados por 

monocitos y otras células presentadoras de antígenos en situaciones de inflamación 

(Cresswell, 1996). Se ha señalado una menor respuesta inflamatoria en los animales IL6KO 

frente a diferentes situaciones patológicas (Eugster et al., 1998, Raivich et al., 1999).  

La sobre-expresión de IL-6, produce, como era de esperar, efectos totalmente 

opuestos, observándose incrementos en la expresión de los genes del complejo mayor de 

histocompatibilidad II, o de genes como Iftm1 e Ifitm2 que se expresan en macrófagos y son 

inducidos en procesos inflamatorios  (Johnson et al., 2006), genes para diferentes subunidades 

del receptor para la fracción constante de las IgG, implicados en la atracción leucocitaria 

(Hamaguchi et al., 2006), o genes del complemento como C4b, sugiriendo una mayor 

respuesta inflamatoria y un incremento en  la infiltración de leucocitos, que ha sido descrita 
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en animales GFAP-IL6 tras criolesión (Penkowa et al., 2003c). De la misma manera, la 

sobreexpresión de IL-6 induce la expresión de Gfap, principal filamento astrocitario. La 

expresión de GFAP es uno de los mejores marcadores de inflamación y es una clara 

indicación de una mayor reactividad astroglial  (Zeng et al., 2000). En este sentido aunque los 

animales GFAP-IL6 presentan claros signos de neuroinflamación y astrogliosis en algunas 

áreas cerebrales (Campbell et al., 1993), en condiciones basales no muestran diferencias en 

cuanto a los niveles de GFAP en el córtex cerebral (Chiang et al., 1994), pero sí que los 

presentan cuando son sometidos a algun modelo de lesión tal como la criolesión,  (Penkowa et 

al., 2003c), por lo que nuestros resultados apoyarían y extenderían los de estos trabajos, al 

identificar algunos de los genes y mecanismos que pueden estar orquestando las respuestas 

observadas. 

 

3.2.3. La expresión de IL-6 promueve la supervivencia neuronal 

 

La IL-6, además de tener un marcado papel pro-inflamatorio, pertenece a la familia de 

las neuropoyetinas (Bauer et al., 2007), por lo que puede presentar acciones neurotróficas, 

habiéndose establecido que favorece la supervivencia neuronal en diferentes situaciones 

patológicas (Murphy et al., 2000, Swartz et al., 2001, Westberg et al., 2007).  

En el modelo de la criolesión, nuestro grupo ha determinado un incremento en el 

número de células apoptóticas (positivas para marcaje por la técnica de TUNEL) en los 

animales IL6KO  así como un incremento en los niveles de estrés oxidativo celular (Penkowa 

et al., 2000b) , mientras que lo contrario se ha descrito en los animales GFAP-IL6 (Penkowa 

et al., 2003c). 

Nuestros resultados nos han permitido demostrar la implicación, a nivel 

transcripcional, de la IL-6 en los procesos de supervivencia y de muerte celular contribuyendo 

a la identificación de vías apoptóticas implicadas en la respuesta. Hemos identificado como la 

IL-6 promueve la expresión de genes de factores antioxidantes que pueden ser los 

involucrados en la reducción del estrés oxidativo observado en los animales GFAP-IL6 a la 

vez que, su expresión defectuosa en los animales IL6KO puede explicar el incremento de los 

niveles del mismo. 

Respecto al papel neuroprotector de la IL-6, se ha descrito su acción en la producción 

de factores neurotróficos como GM-CSF (Penkowa et al., 1999b)  o BDNF (Murphy et al., 
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2000) así como en la limitación del estrés oxidativo y de la función mitocondrial en diferentes 

situaciones patológicas (Jin et al., 2007, Penkowa et al., 2000b, Penkowa y Hidalgo, 2000a). 

Tanto la deficiencia de IL-6 como su sobre-expresión comportan una alteración en la 

expresión de los factores de transcripción c-fos y c-jun, que, como ya se ha comentado, 

conforman AP-1. En este aspecto, c-fos ha sido señalado como un factor esencial en la 

supervivencia neuronal regulando la expresión de diferentes factores neurotróficos, entre ellos 

BDNF (Cui et al., 1999, Zhang et al., 2002). Hemos podido determinar como la expresión del 

gen de respuesta inmediata c-fos se encuentra reducida, acompañándose de una disminución 

en los niveles de BDNF, en los animales IL6KO, mientras que su expresión está aumentada 

en los animales GFAP-IL6, por lo que este podría ser uno de los primeros partícipes de  la 

mayor supervivencia mediada por IL-6.  

De entre los diferentes genes implicados en procesos apoptóticos identificados en 

nuestros resultados es de especial importancia, al haber sido descrita por primera vez su 

modulación por IL-6, el canal de cloro intracelular 4 (chloride intracellular channel 4,Clic4). 

Este gen codifica para un canal de cloro presente tanto en el citoplasma como en la 

mitocondria y puede ser regulado por p53 y TNF-α, estando implicado en la pérdida de 

potencial de membrana mitocondrial  (Fernandez-Salas et al., 2002). Por otro lado, se ha 

descrito recientemente que puede translocar al núcleo y acelerar la apoptosis inducida por p53 

en respuesta al estrés (Suh et al., 2004). La expresión de Clic4 se encuentra incrementada y se 

mantiene durante más tiempo en los animales IL6KO mientras que en los animales GFAP-IL6 

se encuentra disminuída, por lo que es un claro candidato a mediar las acciones anti-

apoptóticas de IL-6 y por tanto confirmando el papel de la IL-6 en el control de procesos 

apoptóticos. 

Por otra parte, de acuerdo con la bibliografía existente, la IL-6 afecta la expresión de 

genes relacionados con la generación o con el control del estrés oxidativo. El incremento de la 

expresión observado para factores como peroxiredoxin 5 o Sh3bgrl, ambos inducidos en 

respuesta a daño oxidativo (Mazzocco et al., 2002, Wang et al., 2003),  en los animales 

IL6KO sugiere también un mayor daño, mientras que la reducida presencia de Atf4, factor 

implicado en la respuesta a estrés reticular (Harding et al., 2003) y el incremento del 

coactivador 1 de PPARγ (Pgc1a), implicado en la inducción de diferentes enzimas anti-

oxidantes (St-Pierre et al., 2006) en los animales GFAP-IL6, refuerza la visión del papel 

regulador del estrés oxidativo por parte de la IL-6. 

En cuanto a genes antioxidantes relacionados con la IL-6 debemos destacar los de las 

Metalotioneínas 1 y 2, que muestran reducción de su expresión en los animales IL6KO e 
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indución en los animales GFAP-IL6. Estas observaciones concuerdan con estudios anteriores 

en animales deficientes para IL-6 en los que la inducción de MTs está notablemente 

disminuida,  mostrando el importante papel de esta citoquina en la inducción de las MTs tras 

lesión traumática (Penkowa et al., 1999b, Penkowa et al., 2000b), administración de LPS 

(Carrasco et al., 1998) o administración de la gliotoxina 6-AN (Penkowa y Hidalgo, 2000a). 

Por el contrario, la sobreexpresión de MTs en los animales GFAP-IL6 se ha propuesto como 

un mecanismo neuroprotector en la criolesión (Penkowa et al., 2003c) así como frente a la 

administración de 6-AN (Penkowa et al., 2003b), donde se ha observado que la 

sobreexpresión MT produce un menor daño y muerte neuronal (Penkowa et al., 2004). Los 

resultados sugieren a las metalotioneínas como uno de los importantes mecanismos de 

protección frente al estrés oxidativo promovidos por IL-6.  

 

4. Implicación de las MTs en el la respuesta a lesión traumática 

en el sistema nervioso central 

 

Múltiples laboratorios han caracterizado extensamente diversas acciones beneficiosas 

de las metalotioneínas en diferentes modelos de lesión (Chung y West, 2004, Hidalgo et al., 

2001, Hozumi et al., 2004). Existen, sin embargo, múltiples incógnitas tanto en sus acciones 

como en los mecanismos mediante los cuales las llevan a cabo. En este sentido nuestros 

resultados con animales knock-out para las metalotioneínas 1 y 2 (MTKO) nos han permitido 

caracterizar de una manera global sus implicaciones, a nivel transcripcional, identificando 

nuevos mecanismos de acción en condiciones fisiológicas, así como describiendo los genes 

implicados en sus funciones en el control del estrés oxidativo y en la reducción de la 

apoptosis tras criolesión, con lo que se refuerzan así las evidencias previas que sugerían a las 

MTs como potenciales factores terapéuticos frente a diferentes patologías.  
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4.1. Los animales MTKO presentan una mayor 

predisposición a estrés oxidativo y muerte neuronal 

 

Los ratones MTKO, generados hace algo más de 15 años por el laboratorio del Dr. 

Richard Palmiter (Masters et al., 1994a), han permitido caracterizar extensamente las 

implicaciones de las metalotioneínas en el contexto de un organismo vivo. Una de las 

primeras observaciones realizadas con estos animales fue su aparente normalidad fenotípica, 

que descartaba una implicación esencial de estos factores durante el desarrollo o en la 

fisiología de los animales. Estas primeras conclusiones se han ido matizando a medida que se 

han ido caracterizando más exhaustivamente, habiéndose descrito alteraciones conductuales 

(Yoshida et al., 2006), entre ellas déficits de aprendizaje (Levin et al., 2006) en los ratones 

MTKO. En nuestros resultados hemos identificado, entre otros factores, una menor expresión 

de genes tales como la mono-oxidasa A o el receptor 4 de la serotonina, implicados ambos en 

un amplio rango de funciones en el SNC, incluyendo la modulación de los patrones 

conductuales (Cases et al., 1995), por lo que podrían ser las primeras bases para explicar las 

diferencias conductuales observadas en los animales MTKO. Hemos identificado también 

genes implicados en procesos de desarrollo y plasticidad sináptica que se ven afectados por la 

deficiencia de MT-I y MT-II, tales como la serpina-12 (4632419J12Rik) (Molinari et al., 

2003). Cabe destacar, además, que hemos podido identificar  numerosos genes implicados en 

la síntesis y metabolismo proteico cuya expresión se ve alterada por la deficiencia de MTs, si 

bien son demasiado numerosos y heterogéneos para discutirlos individualmente, sí que 

sugieren un papel complejo y amplio de las metalotioneínas en el control de la función celular 

normal.  

Pese a que, como se ha comentado anteriormente, los animales MTKO se desarrollan 

en una aparente normalidad, muestran un claro fenotipo diferenciado al ser sometidos a 

situaciones de lesión o daño. Las características más destacables observadas en estos ratones 

además de una mayor sensibilidad al envenenamiento por cadmio (Masters et al., 1994a), son: 

una respuesta inflamatoria alterada, un incremento del estrés oxidativo y un descenso de la 

supervivencia neuronal, habiendo sido descritas por nuestro grupo tanto tras la administración 

del epileptógeno ácido caínico (Carrasco et al., 2000), como tras criolesión (Penkowa et al., 

1999a) o en la EAE (Penkowa et al., 2001). Por otra parte, la deficiencia de MT I y II 

exacerba la neuroinflamación observada en los animales GFAP-IL6 (Giralt et al., 2002a). 
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Otros laboratorios han llegado a las mismas conclusiones respecto al papel de las 

metalotioneínas en la respuesta frente a diversos tipos de daño (Chung et al., 2004, Fitzgerald 

et al., 2007, Potter et al., 2007). 

 La sobre-expresión de MT-I en los ratones TgMT, generados también por el Dr. 

Richard Palmiter (1993), ha confirmado estas hipótesis, mostrándose protectora en la 

criolesión, tras administración de la gliotoxina 6-AN o de ácido caínico, así como 

disminuyendo la neuroinflamación y muerte neuronal presente en los animales GFAP-IL6 

(Giralt et al., 2002b, Penkowa et al., 2003a, Penkowa et al., 2004, Penkowa et al., 2005). 

En vista de la bibliografía existente, era de esperar que la deficiencia de MT-I y II 

alterara el patrón de expresión de genes relacionados con la respuesta inflamatoria. Uno de los 

cambios a nivel génico que más nos sorprendió fue la expresión de aquaporin 2 (Aqp2), que 

se encuentra reducida en los animales MTKO. En primer lugar, este es uno de los primeros 

trabajos donde se describe su expresión en SNC, habiendo confirmado además la presencia de 

la proteína mediante inmunohistoquímica. Las acuaporinas son una familia de canales de 

membrana que permiten el paso de agua (King et al., 2004), con importantes funciones por lo 

tanto en el control del edema post-lesión (Gunnarson et al., 2004). Habida cuenta de la 

comprometida respuesta que presentan los animales MTKO al daño, el incremento en el 

volumen de lesión  y el retraso en la recuperación del tejido, podría ser que la menor 

expresión de acuaporina sea uno de los mecanismos implicados. Por otra parte, hemos 

descrito una menor expresión de netrina-1 tras criolesión en los animales MTKO. La netrina-1 

es importante para el desarrollo del SNC, la formación de conos de crecimiento y de la 

regeneración tras lesión (Manitt y Kennedy, 2002), por lo que su menor expresión explicaría 

la menor presencia de células madres neurales en los animales MTKO, sugieriendo a su vez 

una implicación notable de las MTs en el proceso de neurogénesis y regeneración. 

La deficiencia de MTs observamos que altera la inducción de genes en respuesta a la 

criolesión, entre otros diferentes miembros del complejo mayor de histocompatibilidad II, el 

antígeno CD34, expresado en células implicadas en la neurovascularización de tejido 

isquémico (Taguchi et al., 2004), eotaxina (Ccl11), implicada en la atracción de eosinófilos, 

basófilos y linfocitos (Ogilvie et al., 2004), lo que sugiere cuáles pueden ser los mecanismos 

implicados en la alteración en la respuesta inflamatoria, así como en la atracción anómala de 

leucocitos a la zona de la lesión en los animales MTKO. 

Se ha descrito que se produce un incremento en los niveles de estrés oxidativo en los 

animales MTKO, en este sentido hemos detectado incrementos en los niveles de expresión del 
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gen de la proteína regulada por glucosa 78 (glucose-regulated protein 78, Grp78), factor 

sensible a estrés reticular (Misra et al., 2002), así como una mayor expresión y producción de 

la catalasa 1, uno de los principales factores implicados en el control del estrés oxidativo (Ho 

et al., 2004), así como del receptor de los productos finales de glicosilación avanzada 

(receptor of advanced glycation endproducts – RAGE-), implicado en la activación de 

microglia y macrófagos en respuesta a estrés oxidativo  (Stuchbury y Munch, 2005), lo cual 

concuerda perfectamente con el fenotipo establecido para los animales MTKO tras lesión. 

Por último, hemos observado que en los animales MTKO hay incrementos en la 

expresión de genes implicados en el control del ciclo celular y en la activación de vías 

apoptóticas. Entre estos genes podemos destacar Ercc3, que participa en la reparación del 

daño del DNA y que parece que está inducido por la vía apoptótica iniciada por p53  (Wang et 

al., 1996). De esta manera los animales MTKO presentarían una predisposición hacia la 

activación de mecanismos apoptóticos, lo cual confirmaría y explicaría el papel de las MTs en 

la reducción de la muerte neuronal. 

 

4.2. La administración exógena de MT-I y II tiene una 

función neuroprotectora no dependiente de receptor 

 

El papel neuroprotector de las metalotioneínas I y II en diversas patologías ha sido 

ampliamente estudiado (cabe aclarar que generalmente se han observado las mismas acciones 

para MT-I y MT-II, por lo que se usan indistintamente en diferentes experimentos con los 

mismos resultados). La gran mayoría de los trabajos se han servido de animales modificados 

genéticamente, de tal forma que carezcan o sobre-expresen MTs, obteniendo una gran 

cantidad de resultados sobre las acciones de las MTs endógenas en respuesta a daño. Sin 

embargo, aún quedan muchas preguntas por responder, y una de las más controvertidas es la 

referente a la distribución celular de las metalotioneínas y si su acción es intra o extracelular, 

y en este sentido se han descrito mecanismos por los cuales podrían ser liberadas pese a  no 

disponer de secuencias de secreción (Chung y West, 2004).  

La administración de MTs exógenas ha permitido confirmar que poseen acciones 

extracelulares, al haberse observado, siempre que la barrera hematoencefálica se encuentre 

alterada, una mejora de la respuesta general frente a diferentes situaciones patológicas, 



Discusión                                                                                 193 

aunque el mecanismo de acción no ha sido completamente elucidado. Estos resultados abren 

la puerta a su posible utilización terapéutica como fármacos anti-inflamatorios y 

neuroprotectores, siendo de vital importancia establecer su mecanismo de acción. 

En trabajos previos no se había caracterizado ningún posible receptor para las MTs, 

por lo que nos planteamos usar metalotioneínas de diferentes especies en el modelo de lesión 

traumática para poder evaluar posibles diferencias en su acción, dependiendo del grado de 

homología con la especie de estudio, ratón. Las diferencias nos hubieran permitido afirmar la 

existencia de una interacción proteína-proteína en el mecanismo de acción de las MTs. Por 

otra parte, optamos por usar proteínas recombinantes y compararlas con nuestro “patrón oro”, 

la MT-II nativa de conejo, con la que se han publicado las acciones neuroprectoras de la MT-

II (Penkowa y Hidalgo, 2000b). 

El uso de  MTs recombinantes nos ha permitido confirmar y extender los resultados 

obtenidos mediante el uso de animales modificados genéticamente, habiendo observado una 

disminución en la respuesta inflamatoria, el estrés oxidativo, la neurodegeneración y la 

muerte celular apoptótica inducida por la criolesión. Por otro lado, hemos comprobado que la 

MT de Drosophila, muy alejada estructural y filogenéticamente a la del ratón, ejerce una 

protección similar aunque algo menor a las propias de ratón, lo que permite descartar, a priori, 

una implicación proteína-proteína en la acción de las MTs. 

Si se descarta la interacción proteína-proteína en la acción de las MT-I y II, la 

explicación más plausible es que bien el zinc coordinado a la proteína, o alguna otra 

propiedad química de las MTs estarían implicadas en sus acciones. La estructura de las MTs 

está caracterizada por dos clusters de grupos tiol coordinados con metales localizados en dos 

dominios proteícos. Estos grupos tiol son altamente reactivos y podrían ser los involucrados 

en la respuesta, ya que presentan una elevada reactividad frente a agentes oxidantes, 

contrarrestando radicales libres tales como hidroxilos, superóxido o óxido nítrico, lo cual 

conduce a su vez a una oxidación o modificación de las MTs (Romero-Isart y Vasak, 2002), 

que provoca la liberación de los átomos de zinc unidos, y éstos, a altas concentraciones 

locales pueden ejercer efectos neuroprotectores (Sensi y Jeng, 2004). Cabe destacar, sin 

embargo, que en un modelo de esclerosis múltiple en rata fue la administración de MT-II, 

pero no de Zinc, la que redujo los síntomas y la inflamación (Penkowa y Hidalgo, 2000b), 

aunque no se puede descartar que la función neuroprotectora del Zinc requiera de 

concentraciones locales más elevadas a las obtenidas mediante la administración sistémica. 

 

 



194                                                            Discusión 

4.3. La administración de MT-III resulta perjudicial tras 

lesión al inhibir la síntesis de factores neurotróficos 

 

Si bien hemos caracterizado que el papel de las Metalotioneínas I y II en la 

disminución de la inflamación, del estrés oxidativo y de la muerte apoptótica las convierte en 

moléculas con un potencial terapéutico, nuestros resultados confirman que las MT-III 

desempeñan un papel totalmente distinto. 

La administración de MT-III recombinante no tuvo ningún efecto en la respuesta 

inflamatoria pero indujo un descenso en los niveles de diferentes factores de crecimiento, 

neurotrofinas y factores neuroprotectores. El papel inhibidor de la MT-III sobre el crecimiento 

neuronal ya había sido sugerido desde su identificación, hecho por el cual se la denominó 

inicialmente factor inhibidor del crecimiento (growth inhibitory factor – GIF-) (Uchida et al., 

1991). De la misma manera, se ha descrito un mayor crecimiento neuronal en animales 

deficientes en MT-III (Carrasco et al., 2003, Ceballos et al., 2003) y el efecto inverso tras 

administración de este factor tras lesión  (Chung y West, 2004).  

La acción inhibidora de la MT-III debe ser consecuencia de los motivos C(6)PCP y 

T(5)CPCP  existentes exclusivamente en su secuencia (Romero-Isart et al., 2002), siendo esta 

diferencia probablemente la mediadora de la interacción de elevada afinidad observada entre 

la MT-III y la proteína G de transporte vesicular Rab3A (Kang et al., 2001, Knipp et al., 

2005), aunque se han descrito otras posibles interacciones (Lahti et al., 2005). 

Por tanto, pese a que nuestro trabajo ha permitido demostrar las diferentes funciones 

de la MT-III respecto a MT-I y II en un modelo de lesión traumática, se está todavía lejos de 

descifrar totalmente los mecanismos implicados. 
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5. Conclusiones generales 

 

En el presente trabajo nos hemos centrado en la caracterización del TNF-α, la IL-6 y 

las MTs en la respuesta inflamatoria en un modelo de lesión traumática, como es la criolesión.  

Para poder analizar la acción de cada uno de estos factores en primer lugar era esencial 

caracterizar el modelo de lesión en sí. Si bien la criolesión es un modelo utilizado y descrito 

en numerosas publicaciones, en este trabajo hemos caracterizado extensamente los cambios 

que induce en la dinámica de expresión génica.  

En este sentido, hemos podido observar: 

 

• El número considerable de genes que son alterados por la lesión, mayoritoriamente 

incrementando la expresión de genes implicados en el establecimiento de la respuesta 

inflamatoria y minoritariamente inhibiendo la expresión de genes implicados con la 

función neuronal. 

 

En cuanto a la implicación del TNF-α  en esta respuesta: 

 

• Hemos descrito un papel negativo para este factor, aunque mediante diferentes 

mecanismos. La vía del receptor 1 (TNFR1) participa, primordialmente, en el 

establecimiento de la respuesta inflamatoria e incrementa la muerte celular. 

 

• La unión al receptor 2 (TNFR2) modula la expresión de diferentes genes implicados 

en diversos mecanismos de función neuronal que resulta en un empeoramiento de la 

respuesta funcional de los animales sin afectar la respuesta inflamatoria. 

 

Respecto al papel de la IL-6:  .  

 

• Hemos descrito que la IL-6 presenta un papel dual tras criolesión, habiendo 

identificado por un lado los genes que participan en la iniciación de la respuesta 

inflamatoria, la gliosis y la infiltración leucocitaria y por otra parte los implicados en 

la reducción  del estrés oxidativo y la muerte celular, mostrándose por tanto como un 
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factor neuroprotector, probablemente por su acción como inductor de la expresión de 

diferentes factores neurotróficos y anti-oxidantes.  

 

En este aspecto: 

 

• Hemos descrito diferentes argumentos que relacionarían el papel protector descrito 

para la IL-6 con las metalotioneínas. En primer lugar, los ratones IL6KO y los ratones 

MTKO presentan un fenotipo parecido en respuesta a daño, con un incremento del 

estrés oxidativo y de la muerte neuronal, en segundo lugar, la IL-6 es uno de los 

principales inductores de MT-I y II y, por último, las acciones neuroprotectoras de la 

IL-6 se ven incrementadas con la sobre-expresión de MT-I mientras que su deficiencia 

exacerba el daño. 

 

Es por tanto lógico pensar que: 

 

• Las metalotioneínas I y II podrían ser importantes mediadores de los aspectos 

neuroprotectores de la IL-6 y en este sentido los resultados recogidos en este trabajo 

han identificado, en muchos casos por primera vez, numerosos genes que pueden 

participar en esta respuesta. Además, hemos podido demostrar las diferencias en la 

acción de MT-I y II respecto a MT-III, estando las primeras implicadas en la 

disminución de la respuesta inflamatoria mientras que la última tendría un papel 

inhibidor del crecimiento neuronal.  

 

Por último: 

 

• Hemos demostrado la utilidad de la administración de MTs recombinantes en la 

criolesión, abriendo las puertas a un posible uso terapéutico de estos factores como 

factores neuroprotectores en el futuro.   
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Anexo 1.  
Familias de las quimioquinas y receptores.  
Extraído de Charo y Ransohoff, 2006. 
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