
 

PONTIFICIA UNIVERSIDAD JAVERIANA 

 

FACULTAD DE CIENCIAS 

 

 

EFECTO PROTECTOR DE LA TIBOLONA EN UN MODELO INFLAMATORIO DE 

MICROGLÍA ESTIMULADO POR PALMITATO 

 

OSCAR ALEJANDRO HIDALGO LANUSSA 

 

Trabajo para optar al título de 

 

MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS 

 

 

Tutor 

George Emilio Sampaio Barreto 

Co-tutor 

Luis Miguel García Segura 

 

 

 

BOGOTÁ, D.C. NOVIEMBRE DE 2016 



 

  

 

 

NOTA DE ADVERTENCIA 

 

 

 

 

Artículo 23, Resolución N° 13 de Julio de 1946 

 

 

 

“La Universidad no se hace responsable por los conceptos emitidos por sus alumnos en sus trabajos 

de tesis. Sólo velará porque no se publique nada contrario al dogma y a la moral católica y porque 

las tesis no contengan ataques personales contra persona alguna, antes bien se vean en ellas el 

anhelo de buscar la verdad y la justicia” 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

EFECTO PROTECTOR DE LA TIBOLONA EN UN MODELO INFLAMATORIO DE 

MICROGLÍA ESTIMULADO POR PALMITATO 

 

 

Oscar Alejandro Hidalgo Lanussa 

 

 

 

George Emilio Barreto 

Director 

 

 

 

 

        Sonia Luz Albarracín, PhD.                 Lisandro Giraldez, PhD. 
   
                                    Jurado 1                                                                                                                Jurado 2 
 
 
 
 
 
 
 
 

Rosa Margarita Gómez, PhD. 

                                                                          Jurado 3 

 

 

 

 

 

 

 



 

EFECTO PROTECTOR DE LA TIBOLONA EN UN MODELO INFLAMATORIO DE 

MICROGLÍA ESTIMULADO POR PALMITATO 

 

 

 

 

 

Oscar Alejandro Hidalgo Lanussa 

 

 

 

 

 

 

Concepción Judith Puerta Bula, Ph.D.                           Alba Alicia Trespalacios, Ph.D. 

                         Decana                                                          Directora de Posgrado      

                Facultad de Ciencias                                                Facultad de Ciencias 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

DEDICATORIA 

 

 

 

 

A mi mamá siempre… 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

AGRADECIMIENTOS 

 

Quiero agradecer a todas las personas que de una u otra manera me apoyaron durante este camino 

de investigación y formación, de manera muy especial agradezco a mis compañeros de laboratorio 

de Bioquímica de la Pontificia Universidad Javeriana. A Eliana Báez y Marco Ávila por todo lo 

que me enseñaron y colaboraron en este trabajo. De igual manera a mi tutor el profesor George 

Barreto por confiar siempre en mí y darme la oportunidad de trabajar con él. 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

TABLA DE CONTENIDO 

RESUMEN ......................................................................................................................................... 1 

1. INTRODUCCIÓN ...................................................................................................................... 3 

1.1 Planteamiento del problema de investigación........................................................................... 3 

1.2 Justificación .............................................................................................................................. 6 

2. MARCO TEORICO .................................................................................................................... 8 

2.1 Metabolismo de los ácidos grasos y mecanismo celular en condición de daño ....................... 8 

2.2 Inflamación del sistema nervioso............................................................................................ 12 

2.2.1 Ácidos grasos, neuroinflamación y neurodegeneración ............................................. 13 

2.2.2 Rol de la microglía en el proceso inflamatorio ................................................................ 16 

2.3 Estrógenos ............................................................................................................................... 17 

2.3.1 Receptores de Estrógeno .................................................................................................. 17 

2.4.  Neuroesteroides y esteroides neuroactivos ........................................................................... 19 

2.4.1 Rol de los compuestos estrogénicos en la inflamación .................................................... 20 

2.5 Tibolona, un esteroide neuroactivo y regulador de la actividad estrogénica .......................... 22 

2.5.1 Regulación estrogénica de la inflamación ........................................................................... 24 

3. OBJETIVOS ................................................................................................................................. 26 

3.1. Objetivo General .................................................................................................................... 26 

3.2. Objetivos específicos ............................................................................................................. 26 

4. METODOLOGÍA ......................................................................................................................... 27 

4.1. MÉTODOS EXPERIMENTALES ........................................................................................ 27 

4.1.1. Línea Celular ................................................................................................................... 27 

4.1.2 Modelo de estimulación con ácido palmítico ................................................................... 28 

4.1.3 Tratamientos farmacológicos ........................................................................................... 28 

4.1.4. Determinación de parámetros en el modelo .................................................................... 29 

4.1.5. Estimación celular de la intensidad media de fluorescencia ........................................... 32 

4.1.6. Citometría de flujo .......................................................................................................... 32 

4.1.7. Determinación de Citoquinas: ......................................................................................... 33 

4.1.8. Determinación y cuantificación de proteínas por Western Blot ..................................... 33 

4.1.9. Inmunofluorescencia ....................................................................................................... 34 

4.1.10. Análisis estadístico ........................................................................................................ 35 



 

5. RESULTADOS ............................................................................................................................ 36 

5.1. Efecto del ácido palmítico sobre la viabilidad en el modelo microglial ................................ 36 

5.1.1. Evaluación de la fragmentación nuclear, potencial de membrana mitocondrial y 

producción de especies reactivas de oxígeno en células insultadas con ácido palmítico ......... 38 

5.2. Efecto de la tibolona sobre la fragmentación nuclear, las especies reactivas de oxígeno, el 

potencial de membrana mitocondrial y masa mitocondrial en el modelo inflamatorio de ácido 

palmítico ....................................................................................................................................... 40 

5.2.1. Efecto de la tibolona sobre los parámetros celulares en el modelo ................................. 40 

5.3. Efecto de los receptores alfa y beta de estrógeno sobre el modelo inflamatorio estimulado 

por ácido palmítico ....................................................................................................................... 48 

5.3.1. Efecto de los agonistas y antagonistas de los receptores de estrógeno sobre el modelo 

inflamatorio de ácido palmítico ................................................................................................ 48 

5.3.3. Evaluación del efecto de la tibolona sobre los parámetros de función celular asociados 

con el tratamiento con agonistas de los receptores de estrógeno. ............................................. 51 

5.3.4. Caracterización de la respuesta asociada a proteínas del mecanismo antioxidante 

mediante el tratamiento con tibolona y agonistas-antagonistas de los receptores de estrógenos

 ................................................................................................................................................... 53 

5.4. Efecto de la tibolona sobre el componente inflamatorio en células microglia bajo un insulto 

con ácido palmítico ....................................................................................................................... 62 

5.4.1 Efecto de la tibolona sobre la expresión de citoquinas en el modelo inflamatorio de ácido 

palmítico .................................................................................................................................... 62 

5.4.2. Efecto de la tibolona sobre la modulación de la subunidad p65 de factor de transcripción 

Kappa B (NF-κB) y su translocación al núcleo......................................................................... 64 

5.4.3. Efecto de la tibolona y la modulación de receptor de estrógeno beta sobre la expresión 

de la subunidad p65 del factor transcripción Kappa B.............................................................. 65 

6. DISCUSIÓN ................................................................................................................................. 69 

6.1. Efecto del ácido palmítico sobre el modelo microglial ......................................................... 69 

6.2. Efecto de la tibolona sobre la respuesta de las células BV-2 al ácido palmítico ................... 70 

6.3 Mecanismo de acción de la tibolona sobre el modelo inflamatorio con palmitato ................. 72 

6.4. Respuesta del modelo estimulado con tibolona en la expresión de proteínas de efecto 

antioxidante ................................................................................................................................... 75 

6.4.1 Efecto de la tibolona sobre la expresión de la proteína neuroglobina en células sometidas 

a ácido palmítico ....................................................................................................................... 78 

6.5 Respuesta inflamatoria del modelo a la estimulación con palmitato y tratamiento con tibolona

....................................................................................................................................................... 80 

7. CONCLUSIONES ........................................................................................................................ 84 

8. BIBLIOGRAFIA .......................................................................................................................... 85 



 

 

 

ÍNDICE DE FIGURAS 

 

Figura  1. Estandarización del modelo inflamatorio con ácido palmítico. ...................................... 36 

Figura  2 Caracterización del modelo inflamatorio con ácido palmítico   ...................................... 37 

Figura  3. Caracterización de la fragmentación nuclear, potencial de membrana mitocondrial, 

niveles de peróxido e ion superóxido en la microglía tratada con el palmitato ................................ 39 

Figura  4. Estandarización del efecto de la tibolona sobre la viabilidad en el modelo inflamatorio 

de ácido palmítico ............................................................................................................................. 41 

Figura  5. Efecto de la tibolona (post-tratamiento) sobre la captación de ioduro de propidio en la 

microglia bajo tratamiento con palmítato ......................................................................................... 42 

Figura  6. Efecto de la tibolona  a 10 nM sobre la condensación y fragmentación nuclear ............ 43 

Figura  7. Efecto de la tibolona en la producción de peróxido de hidrógeno en un modelo 

inflamatorio de ácido palmítico ........................................................................................................ 44 

Figura  8. Efecto de la tibolona sobre la producción de ion superóxido en un modelo inflamatorio 

de ácido palmítico ............................................................................................................................. 45 

Figura  9. Efecto de la tibolona sobre el potencial de membrana mitocondrial en un modelo 

inflamatorio de ácido palmítico ........................................................................................................ 46 

Figura  10. Efecto de la tibolona sobre la masa mitocondrial en un modelo inflamatorio de ácido 

palmítico ........................................................................................................................................... 47 

Figura  11. Efecto de los agonistas de los receptores de estrógeno sobre la viabilidad del modelo 

inflamatorio de ácido palmítico ........................................................................................................ 48 

Figura  12. Efecto del bloqueo de los receptores de estrógenos sobre la acción protectora de la 

tibolona en el modelo inflamatorio de ácido palmítico. ................................................................... 49 

Figura  13. Expresión de los receptores de estrógenos beta y alfa en el modelo inflamatorio de 

ácido palmítico. ................................................................................................................................ 50 

Figura  14. Efecto de la tibolona sobre el bloqueo del receptor de andrógenos en un modelo 

inflamatorio ...................................................................................................................................... 50 

Figura  15. Evaluación de la acción de los agonistas de los receptores de estrógenos DPNy PPT 

sobre los parámetros del modelo inflamatorio. ................................................................................ 51 

file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801195
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801196
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801197
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801197
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801198
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801198
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801199
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801199
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801200
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801201
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801201
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801202
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801202
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801203
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801203
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801204
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801204
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801205
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801205
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801207
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801207
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801208
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801208
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801209
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801209


 

Figura  16. Efecto de la tibolona en la expresión de enzimas antioxidantes en células sometidas a 

un modelo inflamatorio de ácido palmítico ...................................................................................... 54 

Figura  17. Efecto de la tibolona y agonista del REβ sobre la expresión del 8-Hidroxiguanosina en 

células sometidas a un modelo inflamatorio de ácido palmítico ...................................................... 56 

Figura  18. Efecto de la tibolona sobre la producción de nitritos bajo un daño con ácido palmítico.

 .......................................................................................................................................................... 57 

Figura  19. Efecto de la tibolona y agonista del REβ sobre la expresión del 3-Nitrotirosina en 

células sometidas a un modelo inflamatorio de ácido palmítico ...................................................... 57 

Figura  20. Expresión de 4-Hidroxynonenal en células sometidas a un modelo inflamatorio de 

ácido palmítico durante 12 horas y posterior estimulación con tibolona y agonistas de los 

receptores de estrógenos ................................................................................................................... 59 

Figura  21. Expresión de neuroglobina en células BV-2 estimuladas con tibolona luego de ser 

sometidas a un daño con ácido palmítico. ........................................................................................ 61 

Figura  22. Efecto de la tibolona sobre el nivel de secreción de citoquinas en células expuestas al 

ácido palmítico. ................................................................................................................................ 63 

Figura  23. Efecto de la tibolona sobre la translocación de la subunidad p65 de factor de 

transcripción Kappa  B  . .................................................................................................................. 65 

Figura  24. Efecto de la tibolona y del receptor de estrógeno beta sobre la expresión de la 

subunidad p65 de NF-κB.   ............................................................................................................... 66 

Figura  25. Efecto de la tibolona en la expresión de la subunidad p65 de NF-κB e IkB en células 

sometidas a un modelo inflamatorio de ácido palmítico .................................................................. 67 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801210
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801210
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801211
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801211
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801212
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801212
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801213
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801213
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801215
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801215
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801216
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801216
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801217
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801217
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801218
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801218
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801219
file:///J:/Javeriana/tesis/Escrito%20%20Final%20Maestria%20Oscar%20H%2030%20de%20enero.docx%23_Toc473801219


 

ABREVIATURAS 

 

SNC : Sistema nervioso central 

BDNF: Factor neurotrófico derivado del cerebro 

AMPc:  Adenosin monofosfato cíclico 

IGF-1: Factor de Crecimiento de tipo Insulínico-1 

bFGF: Factor de crecimiento de fibroblastos 

NGF: Factor de crecimiento nervioso 

AG: Acidos grasos 

ATP: Adenosina Trifosfato 

FADH:  Flavín adenín dinucleótido 

NADH: Nicotinamida adenina dinucleótido 

TAG: Triacil glicerol 

ADN: Ácido desoxiribunucleico 

TLR: Receptores tipo toll 

NF-κB:  Factor nuclear kappa B   

TNF-α : Factor de necrosis tumoral α 

IL-1β: Interleuquina 1β 

IL-6: Interleuquina 6 

IL-10: Interleuquina 10 

EA: Enfermedad de Alzheimer 

E2: 17β-estradiol 

NT: Neurotransmisores 

BHE: Barrera hematoencefálica 

MCP-1: Proteina quimiotáctica de monocitos 

iNOS: Óxido nítrico sintasa inducible 

AINEs: Anti-inflamatorios no esteroideos 

EP: Enfermedad de  Parkinson 

PGE2: Dinoprostona 



 

PGD2: Postaglandina D2 

ERO: Especies reactivas de oxígeno 

NO: Óxido Nítrico 

NM: Neuromielina 

IFN-y: Interferón-y 

IL-12: Interleuquina 12 

IL-4: Interleuquina 4 

RE: Receptor de estrógeno 

REα: Receptor de estrógeno α 

REβ: Receptor de estrógeno β 

GMPc: Guanina monofosfato cíclico 

GRP30: Receptor de estrógeno acoplado a proteína G 

MAP: Proteína activada por mitógeno quinasa 

NE: Neuroesteroide 

PREG: Pregnenolona 

DHEA:  Dehidroepiandrosterona 

ENA: Esteroides neuroactivos 

STEAR: Reguladores de la actividad estrogénica tejido específica 

RPMI: Roswell Park Memorial Institute 

MAC1: Antigeno macrófago  

GFPA: Proteína glial fibrilar ácida 

GC: Galactocerebrósido 

PBS: Buffer fosfato salino 

BSA: Albumina sérica bovina 

RA: Receptor Androgenos 

PPT: 4-Propil-[1H]-pirazol-1,3,5-triyl)trisfenol/ 
 

PHTPP: 4-[2-Fenyl-5,7-bis(trifluorometil)pirazol[1,5-a]pirimidina-3-yl]Fenol 

DPN: 2,3-bis(4-Hidroxifenil)-propionitrilo 

MPP:1,3-Bis(4-hidroxyfenyl)-4-metil-5-[4-(2-piperidiniletoxy)fenol]-1H-pirazole 



 

DMSO: Dimetil sulfóxido 

MTT: 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5- difeniltetrazolio 

IP: Ioduro de propidio 

DHE: Dihidroetidina 

DCFDA: Diclorofluoresceina diacetato  

TMRM: Tetrametil rodamina éster metílico 

NAO: 10-N-nonil naranja de acridina 

TBS: Tampón Tris salino  

SOD :  Superóxido dismutasa  

GPX-1: Glutatión peroxidasa  

ERN : Especies reactivas de nitrógeno 

CoA: Coenzima A 

SERM: Moduladores selectivos de los receptores de estrógenos 

Ngb-1: Neuroglobina 

LPS: Lipopolisacárido 

VDCA:  Canal dependiente de voltaje 

µm: Micras 

 

 

 



1 
 

 

RESUMEN 

 

Un gran número de patologías y lesiones afectan el normal funcionamiento del sistema nervioso. 

Enfermedades neurodegenerativas como las enfermedades de Parkinson y Alzheimer o traumas de 

tipo agudo como la isquemia cerebral o la neuroinflamación representan una alta morbilidad en la 

población mundial.  La mayoría de las lesiones alteran el correcto funcionamiento del sistema 

nervioso central (SNC) lo que implica la modificación del microambiente neuronal y glial como 

respuesta al insulto. Además, la progresión de estas enfermedades son consecuencia de procesos 

inflamatorios exacerbados que conducen a un deterioro continuo y sistemático del tejido cerebral. 

Estudios recientes muestran que la obesidad está relacionada con el incremento de patologías de 

tipo cognitivas. Los desórdenes alimenticios y la dieta alta en grasa aumentan significativamente 

los niveles de ácidos grasos libres en el plasma, así como el desarrollo de procesos inflamatorios 

crónicos.  En el cerebro la activación de las células gliales (por ejemplo, la microglia) puede 

modular la respuesta neuroinflamatoria actuando de manera neuroprotectora o promoviendo la 

neurodegeneración a partir de la secreción de factores inflamatorios implicados en la perdida 

neuronal.  

La microglía tiene un rol crítico en la homeostasis del SNC. Ante una injuria de tipo traumático o 

metabólico, la microglía sufre cambios morfológicos y bioquímicos que la hacen cambiar a un 

fenotipo reactivo. Estos mecanismos se dan como respuesta a estímulos inflamatorios y conducen 

a la secreción de factores proinflamatorios que pueden afectar directamente la viabilidad celular. 

En este contexto, la modulación de la activación microglial puede ser considerada como una 

potencial estrategia neuroprotectora frente a injurias cerebrales o procesos de neurodegeneración. 

 

Reciente evidencia demuestra que el uso de compuestos estrogénicos (esteroides neuroactivos) 

puede proporcionar un efecto protector que contrarresta el daño cerebral, el cual actúa regulando 

los procesos de activación glial.  Sin embargo, el estradiol puede ejercer algunos efectos periféricos 

indeseables en su uso terapéutico. Por lo tanto, estudios previos recomiendan el uso de moléculas 

similares al estradiol para mantener los beneficios estrogénicos, pero evitando sus riesgos 
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colaterales. Una de esas moléculas es la tibolona, un compuesto con propiedades estrogénicas, 

progesterogénicas y androgénicas. En este trabajo, se estudió el efecto protector de la tibolona en 

un modelo microglial simulando un ambiente inflamatorio metabólico con ácido palmítico. Se 

utilizó la línea celular BV-2 inmortalizada de cultivo primario de microglia de ratón, la cual 

comparte similitudes estructurales y funcionales con la microglia primaria cercanas a un 90%.   

Para suministrar evidencia sobre el efecto protector de la tibolona, inicialmente se determinó su 

acción sobre la viabilidad celular y el estrés oxidativo en células expuestas a palmitato. De igual 

manera, se evidenció un mejoramiento de la función mitocondrial, la cual han sido ampliamente 

reportada como una causa fundamental del proceso inflamatorio. Para caracterizar el mecanismo 

protector de la tibolona se demostró que el efecto protector estaba asociado preferencialmente al 

receptor de estrógeno beta, lo cual se evidenció mediante el bloqueo y activación farmacológica 

tanto del receptor de estrógeno alfa como del beta. Adicionalmente, se demostró que la tibolona 

disminuye el estrés oxidativo mediante la evaluación de enzimas y proteínas responsables de la 

regulación antioxidante, y de igual manera se determinó que la tibolona incrementa la expresión de 

neuroglobina, una proteína que ha sido ampliamente reportada en neuronas por sus efectos 

protectores. Al mismo tiempo, la tibolona ejerce un efecto protector sobre el componente 

inflamatorio, regulando la expresión de citoquinas pro-inflamatorias y antiinflamatorias, donde 

también se encontró que disminuye la translocación de la subunidad p65 del factor de transcripción 

NF-kB regulando el proceso inflamatorio. Los anteriores hallazgos en conjunto sugieren que la 

tibolona protege a la microglía estimulada con palmitato de un daño inflamatorio y que su actividad 

neuroprotectora puede estar asociada a proteínas como la neuroglobina y la regulación de la vía 

NF-kB. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Planteamiento del problema de investigación  

 

Los desórdenes alimenticios y las dietas altas en grasas, aumentan significativamente los niveles de 

ácidos grasos libres en el plasma, así como el desarrollo de procesos inflamatorios crónicos 

(Karelis et al., 2005). Las enfermedades crónicas degenerativas asociadas a la  obesidad 

constituyen uno de los problemas de salud pública más importantes en la actualidad y representan 

una base fisiopatológica común para muchas enfermedades (De Zwaan et al., 2002). Una dieta rica 

en azúcares simples y ácidos grasos saturados reduce por ejemplo la expresión del factor 

neurotrófico derivado del cerebro (BDNF); la presencia de valores bajos de BDNF se asocia con la 

resistencia a la insulina y el síndrome metabólico (Mattson, Chan, & Duan, 2002).  La grasa 

ingerida con los alimentos presenta una doble función en el organismo, ya que a su función 

energética se asocia una regulación de la expresión génica que afecta al metabolismo de los lípidos, 

los hidratos de carbono y las proteínas, como también el  crecimiento celular y a su diferenciación 

(Jump, 2004). Los ácidos grasos interactúan con el genoma a través de distintos mecanismos que 

incluyen diversos factores de transcripción (PPAR, LXR, HNF-4, NF-kappaB y SREBP), y lo 

hacen mediante enzimas reguladoras de vías metabólicas, como la ciclooxigenasa, la proteincinasa 

C o enzimas antioxidantes, como la superóxido dismutasa, catalasa o  a través de cambios en la 

estructura de la membrana celular afectando  los receptores de la proteína G o del receptor ligando 

de la tirosincinasa (Sampath & Ntambi, 2005). 

 

La mayoría de lesiones y alteraciones metabólicas modifican el correcto funcionamiento del 

sistema nervioso central, lo que implica cambios del ambiente neuronal y glial como respuesta al 

insulto (Pekny & Pekna, 2014). Además, la progresión de estas enfermedades es una consecuencia 

de procesos inflamatorios exacerbados que conducen a un deterioro continuo y sistemático del 

tejido cerebral (Pedraza-Alva, Perez-Martinez, Valdez-Hernandez, Meza-Sosa, & Ando-Kuri, 

2015) Estudios recientes han encontrado que la obesidad está relacionada con el incremento de 

patologías cognitivas, como la enfermedad de Alzheimer (Colton, 2009; Tracy, Bergqvist, Ivanova, 
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Jacobsen, & Iverfeldt, 2013). En el cerebro, la activación de las células microglia modulan la 

respuesta neuroinflamatoria en donde pueden actuar de manera neuroprotectora o por el contrario 

promover la neurodegeneración a partir de la secreción de factores inflamatorios implicados en la 

perdida neuronal (Haversen, Danielsson, Fogelstrand, & Wiklund, 2009). 

Décadas atrás fue posible caracterizar los componentes celulares responsables de la regulación y 

control de la inflamación en el sistema nervioso (Amor et al., 2014). El componente glial -

principalmente el astrocitario- y el microglial son los principales encargados de la regulación de la 

inflamación (Karve, Taylor, & Crack, 2016). El mecanismo regulatorio es un proceso en extremo 

complejo, determinado por la transducción de señales de tipo inflamatorio y mediado por 

citoquinas y quimiocinas (Niu, Li, Wang, Ren, & Bai, 2016) . A pesar del gran cuerpo de evidencia 

acerca de los mecanismos inflamatorios, aún no está completamente claro cómo se lleva a cabo la 

regulación de la inflamación y como puede  alterarse en eventos patológicos (Z. Wang et al., 2012). 

Sin embargo, la literatura (Sochocka, Diniz, & Leszek, 2016) apoya la aseveración de que la 

modulación de los procesos inflamatorios exacerbados puede constituir un potencial terapéutico 

para muchas enfermedades del sistema nervioso. Fisiológicamente, la inflamación puede ser 

regulada por medio de la neurotransmisión o por mensajeros intracelulares liberados por neuronas 

y glía (Arevalo, Santos-Galindo, Acaz-Fonseca, Azcoitia, & Garcia-Segura, 2013).  Por tanto, se ha 

teorizado que la inflamación crónica en patologías del sistema nervioso pueda conducir a procesos 

de neurodegeneración en  lesiones traumáticas (Ransohoff, 2016). La literatura sugiere que los 

esteroides neuroactivos podrían tener un rol crítico en la regulación de los procesos inflamatorios 

en un contexto patológico, principalmente en la función inmunomoduladora de la microglía. Los 

receptores de estrógenos están presentes en neuronas y células gliales como astrocitos, 

oligodendrocitos y en la microglia, la activación microglial puede estar presentes en diferentes 

patologías y promover diferentes cascadas de  señalización que lleven a procesos apoptoticos, los 

estrógenos pueden modificar  la expresión de  mediadores  inflamatorios ( citoquinas y 

quimiocinas) producidos por la microglia y otras células glía que están implicados en la 

neuroinflamación y neurodegeneración (Nilsen & Brinton, 2004). Se ha identificado que el 

tratamiento con estradiol regula la expresión de receptores de estrógenos y activa receptores de 

membrana, además disminuye la actividad de proteasas proapoptoticos como calpaina y caspasa -3 
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(Sribnick, Ray, & Banik, 2006). Por tanto, la inflamación crónica del sistema nervioso puede 

conducir a procesos de neurodegeneración en lesiones traumáticas (Millington et al., 2014) . La 

literatura sugiere que los esteroides neuroactivos podrían tener un rol crítico en la regulación de los 

procesos inflamatorios en un contexto patológico (Giatti et al., 2015), principalmente en la función 

inmunomoduladora de la microglía (Lei et al., 2014). 

Entre los principales efectores inmunes como los glucocorticoides, interleucinas y estrógenos, la 

literatura reporta que los glucocorticoides y estrógenos tienen un papel crítico en la modulación de 

la inflamación de tipo humoral (Goujon, Laye, Parnet, & Dantzer, 1997; Turnbull & Rivier, 1999). 

Otras moléculas como el factor neurotrófico derivado del cerebro BDNF, el factor de crecimiento 

nervioso NGF entre otras, pueden disminuir los efectos perjudiciales de la inflamación mediados 

por el incremento de los niveles intracelulares de AMPc (McCluskey & Lampson, 2000).  El 

mecanismo de protección está mediado por la disminución de un proceso denominado activación 

microglial y activación astrocitaria. De hecho, las condiciones fisiológicas impiden la activación 

microglial, por ejemplo, la proteína de membrana neuronal CD200 mantiene un contacto físico con 

su receptor CD200R presente en la microglia (Walker & Lue, 2013).  Sin embargo, estos procesos 

no necesariamente significan que se llevarán a cabo procesos perjudiciales para el SNC. Varios 

estudios demuestran que la activación aguda de la microglía y los astrocitos pueden ejercer efectos 

neuroprotectores mediante la liberación de neurotrofinas como la IGF-1(Hasebe et al., 2013), 

trombospondina (Turpie et al., 2009), bFGF y NGF (Heese, Fiebich, Bauer, & Otten, 1997). 

Adicionalmente, la microglía es necesaria para la reorganización del tejido nervioso dañado 

(Shinozaki et al., 2014), y se ha observado que la actividad fagocítica de la microglia limpia restos 

de mielina y residuos celulares, los cuales son potentes inhibidores del crecimiento axonal (Streit, 

Graeber, & Kreutzberg, 1988). 

En la actualidad no existen medicamentos o tratamientos que detengan por completo los procesos 

neurodegenerativos, e incluso, en enfermedades como el Alzheimer y Parkinson. A la fecha aún no 

es claro el mecanismo de respuesta a esteroides neuroactivos por parte de diferentes tipos celulares 

del cerebro (astrocitos, neuronas, oligodendrocitos, microglia, etc). En general, existe la necesidad 

de mejorar la calidad de vida de pacientes con enfermedades neurodegenerativas, además de aliviar 

los costos asociados tanto a los diferentes proveedores de salud y las familias que asumen gran 
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parte de los cuidados y del soporte económico. Considerando este panorama que impone un claro 

problema de investigación, este proyecto busca realizar un análisis del proceso inflamatorio a 

través de la evaluación del efecto neuroprotector de un esteroide sintético (tibolona) al estrés 

ocasionado por ácidos grasos libres, a través de la respuesta de un modelo microglial. 

 De acuerdo a lo anterior resulta necesario aportar evidencia experimental que permita determinar 

los mecanismos de acción de los neuroesteroides en la regulación de la inflamación en células 

microgliales. Por otro lado, el estudio busca demostrar si estos mecanismos pueden ser una fuente 

terapéutica para detener o atenuar procesos degenerativos o traumáticos en el sistema nervioso. 

 

1.2 Justificación 

 

La obesidad y el sobrepeso son factores de riesgo para diferentes enfermedades, incluyendo las 

enfermedades neurodegenerativas (van Dijk et al., 2015). La obesidad y el sobrepeso tuvieron una 

prevalencia del 50% para el año 2015 en Colombia (Salud, 2015)  y del 70%   en los Estados 

Unidos. Convirtiéndose en un problema de salud pública de gran importancia para el país y el 

mundo. Estudios previos han reportado que personas con un índice de masa corporal alto (IMC 

≥30) tienen un mayor riesgo de padecer enfermedades como Alzheimer (Profenno, Porsteinsson, & 

Faraone, 2010) (Martin-Jimenez, Gaitan-Vaca, Echeverria, Gonzalez, & Barreto, 2016). La 

obesidad ha sido relacionada con procesos de inflamación, donde estos constituyen una probable 

causa de varias alteraciones a nivel celular y funcional en el cerebro (Das, 2001). Algunas 

alteraciones incluyen apoptosis neuronal, daños en la neurogénesis y remodelación sináptica, las 

cuales pueden conducir al decline de funciones cognitivas (Miller & Spencer, 2014). 

Se conoce que hormonas como el estrógeno tiene efectos benéficos para el cerebro, pero tienen 

efectos adversos para otros tejidos como el endometrio (Wessels, Leyland, Agarwal, & Foster, 

2015). Por esta razón, algunos estudios han evaluado el efecto neuroprotector de moléculas 

agonistas de estrógeno como la tibolona, una molécula con actividad tejido especifica (Takuma, 

Baba, & Matsuda, 2004). Se ha evidenciado que la activación de los receptores de estrógenos 
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genera cambios en la expresión de algunas proteínas a través de sus efectos genómicos, las cuales 

pueden influir en la supervivencia celular (Katsyv et al., 2016). 

Independientemente de la causa que genere el daño metabólico o lesión cerebral, procesos 

neurodegenerativos, baja respuesta vascular, respuesta neuronal disminuida y procesos 

inflamatorios determinan esta problemática, donde estas resultan en alteraciones cognitivas, 

psicosociales, económicas, físicas y emocionales que impactan drásticamente la vida del paciente y 

de sus familias, y determinando una alta discapacidad e insatisfacción en la calidad de vida para 

estos pacientes (Wright & Diaz, 2014).  

Es importante resaltar que el impacto de esta patología ocurre no solo sobre la persona que lo sufre, 

sino sobre los diferentes miembros de la familia quienes en la mayoría de los casos deben asumir el 

cuidado del paciente, lo que requiere tiempo, dedicación y gastos económicos que afectan la 

calidad de vida de dichas familias y traen dificultades emocionales, físicas y económicas. Por las 

razones anteriormente expuestas, existe la necesidad de realizar investigación basada en la posible 

correlación entre la obesidad y el sobrepeso y el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas. 

Eso con el objetivo de mejorar la calidad de vida de dichos pacientes y reducir los costos asociados 

para los diferentes proveedores de salud y las familias que actualmente asumen gran parte de los 

cuidados y del soporte económico. 
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2. MARCO TEORICO 

 

En concordancia con el problema de investigación y justificación expuesto previamente, este 

proyecto busca realizar un aporte significativo en el entendimiento e identificación de blancos de 

interés asociados a la problemática de obesidad y sobre peso (extensivo a enfermedades 

neurodegenerativas que presentan patrones patofisiológicos similares), y que afectan 

significativamente a este tipo de pacientes. Como se puede observar en los objetivos de este 

proyecto se ha planteado determinar el efecto de la tibolona ( esteroide neuroactivo), 

específicamente de la respuesta determinada por sus metabolitos que presentan actividades 

estrogénicas, progestogénicas y androgénicas (Formoso et al., 2016), a un insulto metabólico 

específico que imita o recrea diferentes escenarios biológicos de relevancia en el entendimiento de 

patologías asociadas a la neurodegeneración,  para lo cual se propone determinar la expresión basal 

en microglia e identificar y evaluar proteínas expresadas durante la respuesta protectora; se ha 

seleccionado como modelo de estudio la microglía puesto que estos son uno de los tipos celulares 

que soportan fuertemente la actividad cerebral y son potenciales para el desarrollo de drogas que 

estimulen la neuroprotección (Beltran-Campos et al., 2015). 

 

2.1 Metabolismo de los ácidos grasos y mecanismo celular en condición de daño 

 

El ácido palmítico C16H32O2, es una ácido graso saturado, se fabrica de forma natural en el cuerpo 

humano y constituye entre un 21-30% de los depósitos de grasa  en el tejido adiposo (Kingsbury et 

al., 1962) (Fernandez-Quintela, Churruca, & Portillo, 2007). El ácido palmítico es el principal 

ácido graso saturado de la dieta y está presente en muchos alimentos comúnmente consumidos, 

constituyendo aproximadamente un 60% en la composición de los mismos (El Akoum, 

Lamontagne, Cloutier, & Tanguay, 2011). Este es el más abundante en las carnes y grasas lácteas y 

en los aceites vegetales como el aceite de coco y el aceite de palma y de igual manera es ácido 

graso menos saludable pues es el que más aumenta los niveles de colesterol en la sangre (Jacob & 

Grimmer, 1968), por lo que es el más aterogénico (Heo et al., 2002). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1205373
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1205373
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Los ácidos grasos (AG) son una fuente muy importante de obtención de energía y ATP en el 

mantenimiento de organismos celulares (Large, Peroni, Letexier, Ray, & Beylot, 2004) . El exceso 

de ácidos grasos pueden almacenarse eficientemente como tejido adiposo (Xu & Xu, 2008). Los 

triglicéridos proporcionan más del doble de energía con respecto a los carbohidratos o las proteínas 

(Miyoshi et al., 2007), pues generan más equivalentes reductores (FADH2 y NADH) y AcetilCoa 

durante la beta oxidación en la mitocondria.  

Los AG son fundamentales para el funcionamiento celular, son utilizados como fuentes de energía 

a través de la β-oxidación bajo un estricto control enzimático a nivel mitocondrial y peroxisomal 

(Li, Wahlqvist, & Li, 2016); además, derivados de AG participan en cascadas de señalización y 

generación de segundos mensajeros (Menegaut, Thomas, Lagrost, & Masson, 2016). Por otro lado, 

se ha descrito que pueden ser citotóxicos  cuando la regulación de su metabolismo no es adecuada, 

con consecuencias fisiopatológicas,  como la inducción de daño en diversos órganos, , 

desarrollando un hígado graso, esteatohepatitis no alcohólica, cirrosis hepática y carcinoma 

hepatocelular (Varin et al., 2015). A nivel pancreático, disfunción de las células β; a nivel cardiaco, 

pérdida de la contractilidad miocárdica con la consecuente insuficiencia cardíaca y a nivel cerebral 

como  precursor de procesos neuroinflamatorios (Schonfeld & Reiser, 2016). 

La lipotoxicidad es un fenómeno caracterizado por aumento de los AG, este aumento genera la 

activación de diversas vías metabólicas que provocan el desacoplamiento del metabolismo celular, 

con la generación de cascadas de señalización relacionadas con el inicio de los procesos de muerte 

celular programada de las células afectadas y finalmente la falla en la función del órgano implicado 

(Hauck & Bernlohr, 2016). En la obesidad, el consumo excesivo de alimentos ricos en hidratos de 

carbono y  el aumento de la liberación excesiva de AG por parte del tejido adiposo, sobrepasa el 

límite de almacenamiento y la capacidad de oxidación en diferentes tejidos (Zlobine, Gopal, & 

Ussher, 2016). Los AG son redirigidos a vías metabólicas dañinas no oxidativas, con acumulación 

intracelular de metabolitos tóxicos, como las especies reactivas de oxígeno ERO (Ruiz-Ramirez, 

Lopez-Acosta, Barrios-Maya, & El-Hafidi, 2016). 

La oxidación de ácidos grasos incrementa la proporción de acetilcoenzima A/coenzima A y 

NADH/NAD+ en la mitocondria, lo cual resulta en la inactivación de la enzima piruvato 

deshidrogenasa (Randle, Garland, Hales, & Newsholme, 1963), esto conlleva la  acumulación de 
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citrato y posterior inactivación de la  enzima fosfofructocina. Esta inactivación conlleva a la 

acumulación  de la glucosa-6-fosfato, que estimula la síntesis de glucógeno y la inhibición de la 

hexocinasa; teniendo como resultado una inhibición de la captación de glucosa (Gong, Zhang, & 

Xu, 2016). La  gran cantidad de AG disponibles y al no ser requeridos por actividad celular, se 

produce una β-oxidación compensatoria, para mantener un equilibrio celular, al  final cuando la 

oxidación compensatoria de los AG falla, los ácidos grasos son metabolizados por vías alternativas 

para ser degradados o incorporados a otras moléculas, donde una de ellas es la formación de TAG, 

pero subsecuentemente la hidrólisis generaría nuevos sustratos para las vías alternativas (Gries & 

Oberdisse, 1970). Las principales vías sobre las que pueden tener repercusión el exceso de ácidos 

grasos pueden ser, el incremento de la actividad de la Serina palmitoil transferasa que aumenta la 

condensación de la palmitoil coenzima A y Serina para formar dihidroesfingosina, siendo este el 

primer paso para la síntesis de novo de ceramida, la formación excesiva de ceramida junto con una 

baja expresión de la molécula antiapoptótica Bcl2 contribuyen al inicio procesos apoptóticos 

celulares (Unger, 2002). La acumulación de metabolitos derivados de la síntesis de ceramida y 

otros derivados del catabolismo de los AG desencadena una red de señalización entre el retículo 

endoplasmático, el núcleo celular y la mitocondria. Por ejemplo, los  transductores  del retículo 

endoplasmático son la proteína reclutadora de inositol 1 (IRE1), el factor activador de la 

transcripción 6 (ATF6) y la proteína cinasa semejante a la PKR del retículo endoplásmico (PERK) 

(Puri et al., 2008). La acumulación intracelular de ácido palmítico y de ácido esteárico provoca la 

activación de la apoptosis vía IRE1 y PERK en humanos con esteatohepatitis no alcohólica (Henkel 

& Green, 2013). La mitocondria es el principal compartimento celular afectado por los ácidos 

grasos, donde el aumento de la β-oxidación mitocondrial, la inducción del citocromo P450 y la 

infiltración leucocitaria tienen como consecuencia la generación de estrés oxidativo y radicales 

libres de nitrógeno (Madan, Bhardwaj, Thareja, Gupta, & Saraya, 2006). Varios estudios con 

modelos animales de obesidad y esteatohepatitis no alcohólica, han observado un aumento en la 

expresión de  metabolitos derivados del estrés oxidativo ocasionado por el exceso de ácidos grasos 

(Yesilova, Ozata, et al., 2005), así se han encontrado niveles elevados de 4-nitrotirosina, 

hidroxinonenal, sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (marcadores de lipoperoxidación), 8-

hidroxideoxiguanosina (marcador de daño al ADN) entre otros biomarcadores de estrés oxidativo 

(Yesilova, Yaman, et al., 2005).  
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Varias investigaciones han demostrado que los receptores tipo toll (TLR) son los encargados de 

recibir el AG, estos receptores reconocen agentes patógenos y responden activando el sistema de 

respuesta inmune innato (J. Y. Lee et al., 2004) (Leszek et al., 2016). En cultivos de macrófagos, el 

ácido láurico puede activar al receptor TLR4 y dimerizar con el TLR2 (H. Shi et al., 2006). El 

TLR4 también se puede activar por el ácido palmítico, desencadenando la translocación al núcleo 

del factor nuclear kappa B  (NF-κB,) y regulando la alta expresión del TNF-α y de la IL-6 

(citoquinas pro inflamatorias) (D. H. Hwang, Kim, & Lee, 2016), lo que contribuye al proceso 

inflamatorio asociado con la obesidad (Pal et al., 2012). 

Diversas investigaciones han reportado una alta relación entre las dietas altas en grasa y la 

pérdida de la función cognitiva en los seres humanos (Begin, Plourde, Pifferi, & Cunnane, 2010), 

de igual manera  en pacientes diagnosticados con  patologías como  la obesidad y la diabetes tipo 

2 (DM2) (Barnard, Bunner, & Agarwal, 2014), se ha encontrado una probabilidad mayor  cercad 

el 50% de  llegar a padecer enfermedades como la  demencia y la enfermedad de Alzheimer 

(EA), como consecuencia del desarrollo de los procesos inflamatorios y su fuerte relación con la 

obesidad (Martin-Jimenez et al., 2016). El sedentarismo, la falta de actividad física y los malos 

hábitos alimenticios, se han catalogado como factores determinantes en el desarrollo de 

enfermedades neurodegenerativas debido a la alta respuesta inflamatoria que se presenta en el 

cerebro ante la presencia de estos malos hábitos (Sandu, Buga, Uzoni, Petcu, & Popa-Wagner, 

2015). 

Otro tipo de lesiones que alteran la función cerebral son las lesiones traumáticas cerebrales 

agudas, estas junto a diversas alteraciones metabólicas producen cambios en la maquinaria 

energética cerebral, impidiendo la reparación de tejidos y retrasando la recuperación de la 

funcionalidad cerebral (Peters, 2016) esto debido a la alteración transitoria de las demandas de  

glucosa y la presencia de altas concentraciones de ácidos grasos libres (característico de 

pacientes con obesidad) (J. H. Lee et al., 2016). La obesidad caracterizada por la resistencia a la 

insulina y la presencia de procesos neuroinflamatorios incrementan las consecuencias de las 

lesiones traumáticas cerebrales(Corrigan, Mander, Leonard, & Vink, 2016). Varios estudios han 

observado un aumento en la presencia de ácidos grasos saturados al analizar cerebros post 

mortem como consecuencia del padecimiento de una lesión traumática  (Nasaruddin, Holscher, 
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Kehoe, Graham, & Green, 2016), de igual manera estudios con ratones obesos in vivo que se 

sometieron a una lesión cerebral traumática, se encontró la reducción de proteínas de vías de 

señalización (PI3k/Akt – MAPK) , así como la activación de células gliales (astrocitos–

microglia), incrementando los procesos neuroinflamatorios (Martins, Rivers-Auty, Allan, & 

Lawrence, 2016); por otra parte, también se observó afectaciones sobre procesos de aprendizaje y 

de memoria. Todas estas alteraciones sugieren una capacidad reducida del cerebro lesionado para 

responder con acciones neuroprotectoras y anti-inflamatorios, por lo tanto, puede ser un factor 

contribuyente para la neuroinflamación  (Karelina, Sarac, Freeman, Gaier, & Weil, 2016). 

Ha sido bien establecido que los estrógenos desempeñan un papel esencial en la prevención de la 

ganancia de peso corporal (Taylor & Sullivan, 2016). Existe una fuerte relación entre el desarrollo 

de la obesidad, la diabetes tipo II y el síndrome metabólico con una dramática disminución en la 

circulación de 17β-estradiol (E2) en mujeres post-menopáusicas (Alvarado-Garcia et al., 2015). El 

tratamiento con 17 β-estradiol reduce notablemente los riesgos de desarrollar alguna de estas 

patologías (Han et al., 2015), debido a que la acción del 17 β-estradiol sobre los receptores de 

estrógeno (RE) desencadena la activación de señales intracelulares que disminuyen los procesos 

inflamatorios (Cheng, Hung, & Chu, 2016), pero estos beneficios terapéuticos proporcionados por 

E2 también se han relacionado con una alta probabilidad de riesgo del algunos efecto secundarios 

como los son una toxicidad endocrina reproductiva(Sjogren, Morch, & Lokkegaard, 2016) y el 

desarrollo de cáncer de mama entre otras (Zarate, Hernandez-Valencia, Saucedo, Basurto, & 

Manuel-Apolinar, 2014), por lo anterior  la aplicación de la terapia de reemplazo de estrógenos en 

mujeres post-menopáusicas ha sido muy controvertido.  

 

2.2 Inflamación del sistema nervioso   

 

Mediante la liberación de neurotransmisores (NT) y mensajeros intercelulares, el sistema nervioso 

(SN) controla y modula la fisiología de la inflamación. A través de la unión neurotransmisor-

receptor de membrana, se modula la acción y función de las células inmunitarias involucradas en la 

inflamación (Marques-Deak, Cizza, & Sternberg, 2005). Durante el proceso inflamatorio los NT 
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pueden actuar como pro o anti-inflamatorios, en función de las células que activen o según el tipo 

de receptor de membrana celular al que se unan (Reyes-Garcia & Garcia-Tamayo, 2009) (Strle et 

al., 2007).   La respuesta inflamatoria en el SNC se caracteriza por la activación de la microglía y 

astrocitos, además de una limitada invasión de células inflamatorias circulantes reguladas por la 

expresión de mediadores inflamatorios (Fumagalli, Perego, Pischiutta, Zanier, & De Simoni, 2015). 

Mediadores como las citoquinas, quimiocinas y prostaglandinas, aumentan la permeabilidad de la 

barrera hematoencefálica (BHE), facilitando la entrada de células inflamatorias circulantes, y como 

consecuencia se liberan moléculas potencialmente toxicas para las neuronas cerebrales (Kaur & 

Ling, 2008). 

 

Por tanto, en una lesión cerebral se aumenta la permeabilidad de la BHE y las células inflamatorias 

entran en contacto con los antígenos del SNC tanto en el cerebro como en la periferia (Kaur & 

Ling, 2008). Las células inflamatorias innatas en el sistema nervioso SNC son la microglía y los 

macrófagos, donde estas cumplen un rol fundamental en la recepción y propagación de señales 

inflamatorias. El sistema inmune y el proceso inflamatorio están ligados directamente  la perdida 

neuronal que se presenta en enfermedades del SNC (Ritzel et al., 2015). De aquí parte la 

importancia de estudiar la inflamación en los procesos de neurodegeneración, isquemia y lesiones 

de tipo traumático (Cuenca-Lopez et al., 2010).  

 

2.2.1 Ácidos grasos, neuroinflamación y neurodegeneración 

 

Como se describió anteriormente la liberación y presencia de una gran cantidad de ácidos grasos 

saturados en el torrente sanguíneo pueden llegar afectar la funcionalidad cerebral. El desarrollo de 

procesos inflamatorios en el sistema nervioso contribuye de manera determinante a la probabilidad 

de sufrir alguna enfermedad neurodegenerativa. La inflamación crónica se caracteriza por la 

activación microglial, así como también por la liberación prolongada de mediadores inflamatorios, 

que contribuyen al aumento en la producción de especies reactivas tanto de oxigeno como de 

nitrógeno (Singh et al., 2016). La activación microglia desregulada estimula a un más la liberación 
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de factores inflamatorios, que, junto a los niveles elevados de varias citoquinas, incrementa el 

ambiente neuroinflamatorio crónico, este estado se han asociado con muchos trastornos 

neurodegenerativos del sistema nervioso central tales como la degeneración macular relacionada 

con la edad, enfermedad de Alzheimer (EA), esclerosis múltiple, enfermedad de Parkinson, 

enfermedad de Huntington y tauopatías (Perry, Nicoll, & Holmes, 2010).  

 

Uno de  los trastornos más comunes que afecta el sistema nervioso es la enfermedad de Alzheimer 

que corresponde aproximadamente al 50-60% de todas las demencias (Farlow et al., 2015).  El 

incremento en la expectativa de vida en algunos países tiene una relación directa con el aumento de 

la prevalencia de esta enfermedad  (Miller & Spencer, 2014). La EA esta principalmente asociada 

con el envejecimiento, siendo este el principal factor de riesgo en la aparición de esta patología 

neurodegenerativa (Ferri et al., 2005), pero se ha encontrado también una alta probabilidad en 

pacientes con obesidad. Múltiples investigaciones han encontrado diversos factores 

desencadenantes y determinantes de esta enfermedad como el estrés oxidativo, la disfunción 

mitocondrial, inflamación, neurotoxicidad y la gliosis reactiva (Growdon et al., 2015).  La 

progresión de la enfermedad está directamente ligada a alteraciones en respuestas inmunes locales, 

un ambiente caracterizado por la inflamación y la activación  de los astrocitos y la microglía 

(Lopategui Cabezas, Herrera Batista, & Penton Rol, 2014). La neuroinflamación está involucrada 

en múltiples mecanismos patológicos de la EA, se han identificado mediadores como 

interleuquinas, IL-1β e IL-6, y TNFα (Factor de necrosis tumoral) asociados con Alzheimer 

(Luterman et al., 2000) . 

En el ambiente de la inflamación crónica que caracteriza la EA, la microglía y  los astrocitos 

activados producen una gran cantidad de moléculas pro inflamatorias que han sido reportadas por 

estudios clínico-patológicos y de neuroimagen donde se demuestra que la inflamación, la 

activación microglial y el estrés oxidativo preceden al daño neuronal (Eikelenboom & van Gool, 

2004) (J. U. Lee et al., 2007). Se han encontrado otros mediadores inflamatorios elevados en la EA 

como la Interleuquina-1β (IL-1β), el Factor de Crecimiento Transformante-β (TGF- β) y la ciclo-

oxigenasa inducible (COX-2) (Luterman et al., 2000). La mayoría de estudios y evidencias 

experimentales  muestran que un ambiente  de condiciones pro-inflamatorias promueven el 
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desarrollo de EA, mientras que el tratamiento anti-inflamatorio disminuye la progresión de la EA 

(Broe et al., 2000) (Melton et al., 2003). 

Principalmente la microglía activada y los astrocitos secretan factores proinflamatorios, al igual 

que las neuronas pueden secretar citoquinas en forma constitutiva, cuando los mecanismos de 

regulación inflamatoria de las neuronas y astrocitos se puede incrementar el daño en el SN (Wu et 

al., 2004) . La inflamación puede actuar como neuroprotectora en sus etapas tempranas, pero puede 

llegar a tener efectos crónicos si no se controla el estímulo responsable de la inflamación 

generando una sobre activación microglial que incrementa la liberación de citoquinas (Wyss-Coray 

et al., 2002). Por ejemplo, las placas amiloideas están rodeadas por la glía que secreta moléculas 

pro inflamatorias incluyendo Factor de Necrosis Tumoral-α, (TNF-α), IL-1β, MCP-1, estas 

moléculas aumentan la sensibilidad neuronal a los radicales libres que pueden llegar a potenciar la 

neurodegeneración (Combs, Bates, Karlo, & Landreth, 2001). Otro factor que incrementa la 

neuroinflamación es el aumento en la expresión de la enzima óxido nítrico sintasa inducible 

(iNOS), la cual puede estar incrementada en la EA (Luth, Munch, & Arendt, 2002). A partir del el 

rol crítico que tiene la inflamación en el daño neuronal, el tratamiento con fármacos anti-

inflamatorios no esteroideos (AINEs) (McGeer, Rogers, & McGeer, 2006) así como también  el 

tratamiento con estrógenos han sido ampliamente reportados que disminuyen significativamente el 

riesgo de desarrollar esta enfermedad, principalmente con la suplementación con esteroides (Bruce-

Keller et al., 2000) que actúan a partir del bajo nivel de estrógenos que se ha encontrado en 

pacientes con obesidad (Large et al., 2004) caracterizados por el incrementa la presencia de ácidos 

grasos libres promoviendo el estado inflamatorio  (Zlobine et al., 2016) (Henkel & Green, 2013). 

La enfermedad de  Parkinson (EP) es el segundo trastorno neurodegenerativo más común después 

de la enfermedad de Alzheimer. Afecta 1- 2% de la población general alrededor de los 65 años de 

edad (Wilms et al., 2007).  Uno de los marcadores de la neurodegeneración en la EP es la 

acumulación anormal de la proteína α-sinucleína en las neuronas, lo que desencadena la activación 

de las células gliales y la progresión de la inflamación (Dehay et al., 2015). De hecho, se ha 

observado microglía reactiva en la sustancia negra en los pacientes con EP, lo que indica que este 

proceso inflamatorio podría agravar la neurodegeneración (Anitua, Pascual, Perez-Gonzalez, Orive, 

& Carro, 2015). Por lo tanto, la microglía activa, y también los astrocitos reactivos en menor 
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medida, se encuentran asociados con la pérdida de células neuronales. Esto se debe a la liberación 

de factores nocivos como las citoquinas pro-inflamatorias que incluyen el TNF-α, IL-1β e IL-6, las 

prostaglandinas (PGE2, PGD2), las especies reactivas de oxígeno (ERO) y el Óxido Nítrico (NO) 

(Teismann & Schulz, 2004). Sin embargo, el análisis de la pérdida neuronal en pacientes con EP 

demuestra que dicha perdida es un proceso heterogéneo, puesto que las neuronas que contienen 

neuromelanina (NM) están predominantemente más implicadas (Wilms et al., 2003).  Debido a que 

la NM humana activa el factor de transcripción factor nuclear kappa B (NF-kappaB) a través de la 

fosforilación y la degradación de la proteína inhibidora kappaB (IkappaB). Esto da lugar a un 

incremento de moléculas pro-inflamatorias como TNF-α, IL-6 y NO que desencadenan procesos 

neuroinflamatorios. La NM tiene un rol crítico en la activación microglial, que conduce a un 

círculo vicioso de la muerte neuronal (Zecca et al., 2008). 

 

2.2.2 Rol de la microglía en el proceso inflamatorio 

 

La activación de la microglía y astrocitos al igual que la expresión de mediadores inflamatorios son 

la acciones que caracterizan la respuesta inflamatoria en el SNC. La microglía activada produce 

citoquinas, quimiocinas y prostaglandinas, mediadores inflamatorios que  regulan la  adhesión e 

incrementan la permeabilidad de la BHE, lo que no solo contribuye en la invasión de células 

inflamatorias circulantes, pero también a su vez secretan moléculas que afectan la viabilidad de las 

neuronas cerebrales (Kaur & Ling, 2008). Por ejemplo la interleucina 1 (IL-1 ), interleucina 6 (IL-

6), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) e interferón-y (IFN-y), activan la proliferación, 

aumentan la adhesión celular, producen radicales libres y citotoxicidad que afectan directamente  

los tejidos cercanos (Drew, Chavis, & Bhatt, 2003).  

 El efecto de las citoquinas liberadas sobre la viabilidad neuronal y glial después de la lesión 

cerebral, está determinado por la concentración de las citoquinas pro-inflamatorias (IL-1, TNF-n, 

IL-12). que contribuyen a la neurodegeneración (Lanussa et al., 2016). Por el contrario las 

citoquinas anti-inflamatorias (IL-4, IL-10, NGF, IGF-1) favorecen la supervivencia neuronal 

(Slepko & Levi, 1996).  
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Las enfermedades neurodegenerativas son consecuencia, tanto de la inflamación de células 

residentes en el cerebro como  de la infiltración de leucocitos desde la periferia (Kurkowska-

Jastrzebska, Wronska, Kohutnicka, Czlonkowski, & Czlonkowska, 1999), lo que supone que la 

microglía está implicada en procesos críticos del insulto y existe  una  relación directa  entre  el 

proceso inflamatorio y las patologías neuronales. Por lo tanto, la microglía puede tener roles tanto 

benéficos como perjudiciales, dependiendo de varios factores que van desde el inicio de la injuria, 

la progresión y un estado crónico de la enfermedad. 

 

 

2.3 Estrógenos 

 

Los estrógenos cumplen una función vital en la fisiología reproductiva tanto femenina como 

masculina,  estimulando el crecimiento y diferenciación celular en  varios tejidos como lo son  

mamario, útero, vagina, ovario, testículos, epidídimo y próstata (Korach, 1994). Se ha demostrado 

que los estrógenos son de gran importancia en la fisiología cardiovascular como por ejemplo el 

riesgo de enfermedad cardiovascular es menor en mujeres antes de la menopausia que en hombres 

(Windler, Zyriax, Eidenmuller, & Boeing, 2007). Después de la menopausia los niveles de 17β-

estradiol-  (E2), el estrógeno que predomina en la circulación antes de la menopausia, disminuyen 

al nivel que se encuentra en los hombres de edad similar y a veces puede ser hasta menor (Castello-

Porcar & Martinez-Jabaloyas, 2016). Los estrógenos son requeridos para el crecimiento y 

diferenciación neuronal y se sabe que están relacionados a funciones cognitivas y del estado de 

ánimo. Además, estudios prospectivos han demostrado que los estrógenos pueden ser útiles en la 

prevención o retardo en la aparición de las enfermedades degenerativas del sistema nervioso como 

en la enfermedad de Alzheimer (Yi, Bao, Tang, Fan, & Xu, 2016) . 

2.3.1 Receptores de Estrógeno 

 

El receptor de estrógeno (RE) es una proteína perteneciente a la súper familia de receptores 

nucleares, la cual incluye también otros receptores de hormonas esteroideas, el receptor de la 
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vitamina D, retinoides, hormona tiroidea y algunos receptores huérfanos. El receptor de estrógeno 

fue identificado hace aproximadamente 40 años, cuando en  1962 Jensen et al describieron la 

presencia de sitios de unión de estrógeno en diferentes tejidos de ratas. Se conocen actualmente dos 

isoformas, el RE alfa (REα) y el RE beta (REβ) (Brzozowski et al., 1997). Los RE presentan  una  

localización    subcelular  diversa en citoplasma (Welsh et al., 2012), núcleo (Htun, Holth, Walker, 

Davie, & Hager, 1999) , mitocondria  y retículo  endoplasmático (Govind & Thampan, 2003).  

Ambos receptores poseen funciones diferentes de acuerdo al tejido donde ejercen su acción. La 

teoría clásica de acción de las hormonas esteroideas establece que el receptor esteroideo, es 

activado al unir el ligando, en este caso el E2, y actúa como un factor transcripcional al unirse al 

ADN estimulando la transcripción de ciertos genes, de ahí el nombre de receptores nucleares, ya 

que ejercen su acción a nivel del núcleo, y este modo de acción de los esteroides ha sido 

denominado genómico (Lieberman, 1997). La transcripción estimulada por el RE es finalmente 

regulada dependiendo del tejido donde ocurre. Además de su respuesta canónica, el estrógeno  

puede  inducir efectos de forma rápida e independiente de mecanismos genómicos (Diep, Ahrendt, 

& Lange, 2016). El modo de acción no genómico del estrógeno y en general de todas las hormonas 

esteroideas es un proceso rápido y no requiere de los procesos de transcripción y síntesis de nuevas 

proteínas, para poder producir su efecto primario, siendo por esta razón  mediado por un receptor 

localizado en la membrana (Borahay et al., 2016). Entre estos efectos rápidos se encuentran flujos 

de iones, desencadenamiento de potenciales de acción, descarga de vesículas secretoras o 

activación de proteínas kinasas asociadas a la membrana (Tabarestani, Motallebi, & Akbari, 2016).  

En 1967 se describió por primera vez la idea de que el estrógeno podía inducir efectos por 

mecanismos no genómicos, al demostrar el aumento en la producción de AMP cíclico (cAMP) in 

vivo, después del tratamiento con estradiol (Nakamura, Kusakabe, Swanson, & Young, 2016; 

Szego & Davis, 1967). Posteriormente, se demostró que el estradiol aumentaba la concentración 

intracelular de Ca2+ inducida por glucosa y GMP cíclico (GMPc) en células beta del páncreas 

(Audy, Vacher, & Duly, 1996).   

Varios estudios han reportado que un receptor un acoplado a proteína G era activado por estradiol, 

este receptor fue llamado GPR30 y se demostró que podía activar la vía de proteína activada por 

mitógeno quinasa (MAP) (Lei et al., 2016). Dependiendo el contexto celular GPR30 puede mediar 
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respuestas proliferativas y de supervivencia (Huang et al., 2015). Por otro lado, GPR30 también 

participa modulando respuestas no-genómicas del estradiol (Pupo, Maggiolini, & Musti, 2016). El 

mecanismos de acción del receptor GPR30 aún no están del todo claros; sin embargo se ha 

reportado que  también es blanco de moléculas como el tamoxifeno, y que su función también 

estaría relacionada con el sistema cardiovascular (Catalano et al., 2014). 

 

2.4.  Neuroesteroides y esteroides neuroactivos 

 

A principios de los años 80  Baulieu, utilizó el termino  Neuroesteroides (NE) para hacer referencia 

a un conjunto de esteroides que  presentaban unas concentraciones más altas en cerebro y  no 

tenían relación  alguna con secreciones periféricas, sugiriendo una probable síntesis de estos en el 

cerebro (Baulieu, Robel, & Schumacher, 2001). Se han encontrado en diferentes estudios, enzimas 

responsables de la esteroidogénesis en el sistema nervioso. Estas enzimas son responsables de 

sintetizar esteroides a partir del colesterol como también de  metabolizar los que llegan al sistema 

nervioso por medio del  torrente sanguíneo (Arevalo, Azcoitia, & Garcia-Segura, 2015). 

El citocromo P450scc actúa sobre los esteroides neuroactivos y los NE sintetizados a partir del 

colesterol convirtiéndolos en pregnenolona (PREG), de la que derivan la dehidroepiandrosterona 

(DHEA) y todas las hormonas esteroides conocidas (Strauss, Christenson, Devoto, & Martinez, 

2000). El mecanismo clásico de acción de las hormonas sexuales en el sistema nervioso es a través 

de la interacción con los receptores de estrógeno alfa y beta, el receptor de andrógenos y el receptor 

de progesterona (Barreto et al., 2009). Estos esteroides actúan sobre las neuronas, las sinapsis y las 

células gliales, regulando la supervivencia, diferenciación y conectividad de grupos neuronales 

específicos, tanto en el cerebro, como en la médula espinal (Baulieu & Robel, 1995). De igual 

manera los NE tienen funciones muy importantes durante el desarrollo prenatal del SNC y en la 

etapa adulta regulan respuestas conductuales y neuroendocrinas (Garcia-Segura, Naftolin, 

Hutchison, Azcoitia, & Chowen, 1999). Los NE son considerados una nueva clase de 

neuromoduladores que afectan la excitabilidad neuronal, teniendo en cuenta la función  sobre los  

receptores de membrana y a la regulación en  la expresión génica a través de receptores 

intracelulares (Wolf et al., 2015). A nivel comportamental, estos receptores están involucrados con 
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procesos de aprendizaje y la memoria, la respuesta al estrés, la depresión, la inflamación y  la 

neuroprotección (Maurice, Urani, Phan, & Romieu, 2001).  

Las moléculas que tienen efecto sobre el SNC y que tienen síntesis exógena son denominadas  

esteroides neuroactivos (ENA) (Dubrovsky, 2006). Estudios recientes encontraron que alteraciones 

periféricas de ENA repercuten en el contenido de NE en el cerebro (Reddy, 2016). Debido a que 

los NE y ENA intervienen en procesos comportamentales, algunos estudios han demostrado sus 

efectos terapéuticos en condiciones como el desorden de pánico, depresión, epilepsia y ansiedad 

entre otros (Rogawski, Loya, Reddy, Zolkowska, & Lossin, 2013). 

 

De igual forma los NE y los ENA presentan propiedades neuroprotectoras, las cuales todavía no se 

tiene un mecanismo completamente claro. Los NE y los ENA ejercen efectos diversos en las 

células del SNC (Biagini, Marinelli, Panuccio, Puia, & Avoli, 2012). Por ejemplo, se han 

demostrado efectos protectores de los NE y ENA en neuronas, astrocitos (Kim, Lee, & Koh, 2012) 

y microglia (Lanussa et al., 2016). Estas moléculas pueden modular la función de las espinas 

dendríticas en neuronas (Srivastava, 2012), incrementar la viabilidad neuronal en células bajo daño 

y ejercer un efecto antioxidante (Avila Rodriguez et al., 2014). En células gliales los NE y los ENA 

incrementan la  síntesis  de  moléculas  antioxidantes (S. Wang et al., 2015), favorecen  la función 

mitocondrial (Arnold, Victor, & Beyer, 2012), modulan la secreción y señalización asociada a 

factores de crecimiento (Cardona-Gomez, Mendez, DonCarlos, Azcoitia, & Garcia-Segura, 2001), 

y promueven la síntesis de moléculas promotoras de supervivencia como Bcl-2 (Perillo, Sasso, 

Abbondanza, & Palumbo, 2000). En microglia se ha demostrado que los NE y los ENA modulan la 

secreción y síntesis de citoquinas anti y pro-inflamatorias (Lanussa et al., 2016). 

 

2.4.1 Rol de los compuestos estrogénicos en la inflamación 

 

Algunos neuroesteroides como la DHEA in vitro modulan la activación microglial y la respuesta 

inmunológica (M. J. Wang, Huang, Chen, Kuo, & Jeng, 2001). De igual forma la viabilidad celular 

de las células microglíales estuvo condicionada por la cantidad de glucosa en el medio (Yang, Jeng, 
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Ho, Chou, & Hu, 2000). En experimentos in vivo, los NE  inhibieron  algunas moléculas pro-

inflamatorias como el factor de necrosis tumoral TNF-α e INFγ en astrocitos y microglía (Barger, 

Chavis, & Drew, 2000). Por el contrario, la progesterona (PROG) no inhibe las respuestas inmunes 

de la microglía (Bruce-Keller et al., 2000), pero impide los cambios morfológicos que caracterizan 

el fenotipo activado de la microglía (Fujita et al., 1996). Adicionalmente, otros estudios reportaron 

que el  tratamiento con  PROG no tienen efectos anti-inflamatorios sobre cultivos mixtos de  

astrocitos y  microglía, pero en cultivos separados inhibe la proliferación microglial (Ganter, 

Northoff, Mannel, & Gebicke-Harter, 1992). 

Los esteroides tanto  centrales como periféricos  participan en la activación y protección del 

cerebro  más aun durante el proceso de envejecimiento y después de una  lesión (Barreto et al., 

2009). Las acciones neuroprotectoras de los esteroides han sido reportados en varios estudios, en 

los que se muestra que estos compuestos tiene una gran afinidad específica a sus receptores 

nucleares y median varias funciones de protección, entre las cuales se encuentran el aumento en los 

niveles de factores anti-apoptóticos y la disminución en la expresión de mediadores inflamatorios 

(Perry et al., 2010). Los neuroesteroides (pregnenolona y dehidroepiandrosterona) son conocidos 

por promover la supervivencia y diferenciación de células neuronales cultivadas a partir de cerebro 

de rata embrionario (Schumacher et al., 2003). De hecho, el estradiol se ha utilizado en la microglia 

para modular la producción de citoquinas tales como IL-1, IL-6 y TNF-α controlando su activación 

y mejorando la supervivencia celular después de la exposición a lipopolisacárido (Tapia-Gonzalez, 

Carrero, Pernia, Garcia-Segura, & Diz-Chaves, 2008). El mecanismo clásico de acción de la 

hormona esteroide en el cerebro es a través de la interacción con sus receptores intracelulares tales 

como el estrógeno, la progesterona y receptores de andrógenos (Barreto, Veiga, Azcoitia, Garcia-

Segura, & Garcia-Ovejero, 2007) (Stein, 2008). Estos receptores están expresados en  los astrocitos 

y microglia, lo que sugiere que la glía puede mediar parcialmente la acción de compuestos 

estrogénicos en el cerebro (Arevalo, Diz-Chaves, Santos-Galindo, Bellini, & Garcia-Segura, 2012). 

La respuesta producida por cada receptor estimula la supervivencia celular, la diferenciación y la 

conectividad de las neuronas y células gliales en el cerebro, incluyendo la médula (Tabarestani et 

al., 2016). Además, los neuroesteroides tienen una función importante en el desarrollo del SNC 

prenatal, mientras regulan el comportamiento y la señalización neuroendocrina en el cerebro adulto 
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(Garcia-Segura et al., 1999). Aunque muchas de las vías de señalización activada por los 

estrógenos son conocidos, los mecanismos moleculares inflamatorios no están completamente 

aclaradas (Petrone, Simpkins, & Barr, 2014). 

 

2.5 Tibolona, un esteroide neuroactivo y regulador de la actividad estrogénica 

 

Existe una   familia de fármacos con  actividad  estrogénica  que  son  los reguladores de la 

actividad estrogénica tejido específica o STEAR (Kloosterboer, 2004a). La molécula más 

representativa de esta familia de fármacos es la tibolona (Reed & Kloosterboer, 2004). La tibolona 

puede considerarse un esteroide sintético con actividad estrogénica, progesterogénica y 

androgénica (Steckelbroeck, Jin, Oyesanmi, Kloosterboer, & Penning, 2004). La tibolona es 

prescrita para el tratamiento de síntomas climatéricos en mujeres post-menopaúsicas (Radowicki, 

Arsoba, & Dubrawski, 1988). 

La tibolona está identificada como un esteroide sintético con propiedades y modo de acción 

combinado, es decir que este tiene acción androgénica, progestogénica y estrogénica; sin embargo, 

este compuesto presenta una configuración 3-Keto-δ5-10, un sustituyente 7α-metilo y un grupo 

17α-etinil que per se no permite explicar sus efectos combinados en diferentes tejidos, entre estos 

en vagina, huesos y cerebro (Reed & Kloosterboer, 2004). Adicionalmente, este compuesto imita la 

actividad del estrógeno a pesar que no presenta en su estructura ni un anillo aromático ni el 

sustituyente 3-OH, necesarios para actuar como agonista en receptores de estrógeno (Eikelenboom 

& van Gool, 2004),y su actividad similar al estrógeno se debe a los grupos hidróxilo e isómero 

metabolitos. 

Este esteroide es rápidamente metabolizado en el organismo en tres diferentes metabolitos: a) 3α- y 

b) 3β-OH-tibolona (metabolizado por las enzimas 3α/β hidroxi-esteroide deshidrogenasa – HSD, 

respectivamente), y c) δ4-tibolona (también denominado δ4-isomero y metabolizado por la enzima 

3β-HSD-isomerasa) (Eikelenboom & van Gool, 2004), los cuales permiten explicar la actividad 

combinada de la tibolona; específicamente, evidencia clínica ha indicado que los metabolitos 3α- y 

3β-OH-tibolona son responsables de la actividad estrogénica mientras que la δ4-tibolona está 
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asociada a la actividad progestogénica y androgénica (determinado por su capacidad de interactuar 

con los receptores de andrógenos y progestágenos) (Kloosterboer, 2004b). De otra parte, similar a 

una de las formas predominantes de estrógeno (estradiol), la tibolona es metabolizada a formas 

estrogénicas débiles sulfatadas que sirven como fuente de enzimas tipo sulfatasas para la 

producción permanente de metabolitos estrogénicos en diferentes tejidos (de Gooyer et al., 2001). 

La tibolona y sus metabolitos presentan diferentes tipos de actividad (progestogénica, androgénica 

y estrogénica) en diferentes tipos de tejidos (hígado, huesos, tejido mamario, cerebro, entre otros) 

modulada selectivamente de acuerdo a los receptores con los que interactúe (Colombo et al., 2008),  

Estudios donde se utilizó un compuesto estrogénico (17β-estradiol) bajo un modelo de isquemia 

cerebral en ratón, se demostró que la activación del receptor de estrógeno beta es neuroprotectora 

contra dicho daño (Carswell, Macrae, Gallagher, Harrop, & Horsburgh, 2004). Similar a este 

trabajo, bajo un modelo de esclerosis múltiple evaluaron los efectos neuroprotectores del estradiol 

y un ligando del receptor de estrógeno alfa y en ausencia de efectos anti-inflamatorios, encontraron 

que tratamientos basados en el receptor beta potencialmente permitirían desarrollar estrategias 

neuroprotectoras para diferentes EN, mientras que el uso de ligandos de los receptores alfa deben 

ser restringida debido a efectos colaterales en seno y útero (Tiwari-Woodruff, Morales, Lee, & 

Voskuhl, 2007). Sin embargo, otros estudios reportan neuroprotección mediada por el receptor alfa, 

resultado que se obtiene a través de la señalización mediada exclusivamente por astrocitos (Spence 

& Voskuhl, 2012) . 

No solo la actividad estrogénica ha sido estudiada en modelos animales para enfermedades 

neurodegenerativas por su potencial neuroprotector, sino también progestágenos y andrógenos 

exhiben este tipo de efectos. En el caso de progestágenos, se ha reportado en astrocitos que su 

síntesis puede ser inducida directamente por el estrógeno (Sinchak et al., 2003) lo cual demuestra 

no solo la importancia del estrógeno sino también la acción combinada de este con otros esteroides. 

La actividad progestogénica de la tibolona resulta de gran interés dado que se ha reportado efectos 

protectores mediados por progesterona (pre y post-insulto) en diferentes modelos que imitan 

condiciones fisiopatológicas de enfermedades neurodegenerativas importantes, insultos oxidativos 

por citotoxicidad con glutamato, privación de glucosa, entre otras (Herzog, Zendedel, Lammerding, 

Beyer, & Slowik, 2016). A nivel del SNC, áreas o regiones como hipocampo, corteza cerebral, 
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médula espinal y nervio ciático exhiben este efecto protector (Yousuf, Atif, Sayeed, Wang, & 

Stein, 2016). 

2.5.1 Regulación estrogénica de la inflamación 

 

El efecto de los estrógenos sobre los diversos tejidos donde presenta alguna actividad está asociado 

a la regulación del crecimiento, diferenciación y metabolismo celular (Russo et al., 2016). Esta 

actividad estrogénica se encuentra principalmente determinada por la acción de los receptores de 

estrógenos, que desencadenan la activación de diversos factores de transcripción que intervienen en 

la expresión de un gran número de genes (Yasrebi, Rivera, Krumm, Yang, & Roepke, 2016).  Se 

estima que 17 mil genes están relacionados con la respuesta estrogénica y que alrededor de 660 

están implicados en la regulación estrogénica (Welboren, Stunnenberg, Sweep, & Span, 2007). Un 

gran número de investigaciones han encontrado una asociación directa entre la respuesta 

estrogénica y la neuroprotección de procesos patológicos presentes en enfermedades 

neurodegenerativas, por lo que sus mecanismos de acción son cada vez más estudiados y se 

perfilan como potenciales moléculas terapéuticas (Yi et al., 2016) (Engler-Chiurazzi, Brown, 

Povroznik, & Simpkins, 2016). 

Muchas de las enfermedades neurodegenerativas están caracterizadas por el desarrollo de un 

ambiente cerebral inflamatorio como consecuencias de lesiones o daños metabólicos (Corrigan et 

al., 2016). Una de las principales acciones de la respuesta estrogénica está dirigida hacia la 

regulación de estos procesos inflamatorios (Beltran-Campos et al., 2015), dónde múltiples 

investigaciones han reportado el papel protector del estradiol en diversos modelos experimentales, 

disminuyendo  la expresión de varios componentes inflamatorios  (Lieberman, 1997). La 

inflamación en el sistema nervioso puede desencadenarse por condiciones como el estrés oxidativo, 

endotoxinas, secreción de citoquinas, lesión mecánica y patologías crónicas neurodegenerativas 

(Amor et al., 2014). Esta inflamación puede ser de tipo aguda o crónica, y el componente celular 

del sistema nervioso como la microglia o la astroglia pueden responder a la actividad estrogénica 

modulando estos procesos inflamatorios (Lanussa et al., 2016). 

En pacientes en condiciones de obesidad, se ha reportado una disminución significativa en los 

niveles plasmáticos de estrógenos, donde los bajos niveles de estos junto con el incremento de los 
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ácidos grasos libres saturados y la infiltración de agentes pro-inflamatorios son el escenario ideal 

para el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas (Crespi, Bottai, & Santarpia, 2016) 

(Bessesen et al., 2015). Se ha establecido como los estrógenos desempeñan un papel fundamental 

en la prevención de la obesidad (Engler-Chiurazzi et al., 2016).  Por ejemplo, ratones hembras 

presentaron un aumento de peso y una hiperadiposidad después de ser sometidas a una 

ovariectomía en la que se eliminaron los estrógenos endógenos, y el tratamiento de suplementación 

con estradiol redujo el desarrollo de este fenotipo obeso (Yasrebi et al., 2016).  Estos efectos 

estrogénicos sobre la homeostasis del peso corporal están mediados fundamentalmente por la 

activación de los receptores de estrógenos (Ponnusamy et al., 2016).  Los seres humanos o ratones 

con mutaciones en el gen RE (ESR1) son obesos (Shahed, Simmons, Featherstone, & Young, 

2015); de igual manera se encontró que la terapia con estradiol no presentó ningún efecto en 

ratones sometidos a una supresión de los RE (Z. F. Wang, Pan, Xu, & Li, 2016). 

Dentro de la respuesta estrogénica asociado a los procesos inflamatorios se ha encontrado que tiene 

la capacidad de disminuir la secreción de moléculas inflamatorias y reducir la producción de 

especies reactivas de oxígeno (Said & Bosland, 2016). En ese sentido, se reportó que este 

mecanismo estaba asociado a la respuesta de receptores de estrógenos a través de la activación de 

la vía inflamatoria NFkB (Deshpande, Khalili, Pergolizzi, Michael, & Chang, 1997) (Mak, Li, 

Samanta, & Mercurio, 2015), como también a la expresión y modificación de algunas proteínas 

como la neuroglobina (Avila-Rodriguez et al., 2016). La neuroglobina es una proteína globina 

monomérica de cerca 150 aminoácidos (Ascenzi et al., 2016). Tiene la capacidad de transportar y 

almacenar oxígeno gracias al  grupo hemo que contiene (Zhang et al., 2016). Ha sido identificada en 

células glía en los últimos años, teniendo en cuenta que solo estaba reportada su presencia en 

neuronas. 

Esta proteína se ha estudiado en diferentes modelos de daño como la isquemia cerebral focal, 

toxicidad mediada por el péptido β-amiloide, anoxia y privación de glucosa y oxígeno en donde se 

han identificado sus efectos neuroprotectores, pero su mecanismo molecular de acción  no es muy 

claro (Fan et al., 2016) (Amri, Ghouili, Amri, Carrier, & Masmoudi-Kouki, 2016). Diversas 

investigaciones han encontrado que los estrógenos y andrógenos pueden regular la expresión  de la  

neuroglobina, por lo que la modulación de esta proteína a  partir de la actividad estrogenica (Toro-
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Urrego, Garcia-Segura, Echeverria, & Barreto, 2016) podría ser en parte  la responsable de   los  

efectos  protectores  de los estrógenos  en modelos caracterizados por un aumento en el estrés 

oxidativo (Baez et al., 2016). 

3. OBJETIVOS  

 

3.1. Objetivo General 

 

Investigar el efecto de la tibolona mediante la caracterización de los elementos que intervienen en 

el mecanismo de acción en células microgliales bajo un modelo inflamatorio de ácido palmítico 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

3.2.1. Evaluar el efecto de la tibolona sobre la viabilidad celular, la producción de especies 

reactivas de oxígeno, el potencial de membrana mitocondrial y masa mitocondrial en el modelo 

inflamatorio de microglia estimulado con ácido palmítico  

 

3.2.2. Investigar si la acción de la tibolona sobre la microglia tratada con el ácido palmítico es 

dependiente de los receptores de estrógenos o andrógenos  

 

3.2.3. Determinar el efecto de la tibolona sobre la expresión de proteínas inflamatorias en la 

microglía sometida a un daño con ácido palmítico.  
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4. METODOLOGÍA 

 

Se   presentan   todos   los   métodos   experimentales   desarrollados durante el estudio para tener 

una idea clara de cómo se realizó cada experimento.  

 

4.1. MÉTODOS EXPERIMENTALES  

 

4.1.1. Línea Celular 

 

En este estudio fue utilizada la línea celular BV-2 (ATCC TIB-71) como un sistema de modelo 

celular microglial.  La línea BV-2 ha sido utilizada en numerosos estudios y se ha demostrado que 

comparte similitudes estructurales y funcionales con la microglia primaria (Z. Wang et al., 2012). 

Las células se mantuvieron bajo crecimiento exponencial en medio Roswell Park Memorial 

Institute 1640 RPMI (Lonza, Walkersville, EE.UU.), que contenía 10% de suero bovino fetal 

(Lonza, Walkersville, EE.UU.), y penicilina 10 U/ estreptomicina 10 mg / anfotericina 25 ng 

(Lonza, Walkersville, EE. UU). Los cultivos se incubaron a 37ºC en una atmósfera humidificada 

que contiene 5% de dióxido de carbono. El medio se cambió tres veces por semana. 

La línea BV-2  es una línea celular de ratón con morfología de macrófago derivada de neonatales 

murinos, y se generó mediante la infección de cultivos de células microgliales primarias con un v-

raf / v-myc retrovirus oncogénicos. Las células BV-2 expresan una actividad esterasa no específica, 

la capacidad de fagocitosis y una baja de la peroxidasa.  Las células secretan lisozima y después de 

la estimulación adecuada, también la IL-1 y TNF α. Fenotípicamente, las células BV-2 resultaron 

positivos para los antígenos MAC1 y MAC2, y negativo para MAC3, la proteína glial fibrilar ácida 

(GFAP) y antígenos galactocerebrósido (GC). La línea BV-2 conserva la mayor parte de las 

propiedades morfológicas, fenotípicas y funcionales descritos para células microgliales recién 

aisladas. (Blasi, Barluzzi, Bocchini, Mazzolla, & Bistoni, 1990). 
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4.1.2 Modelo de estimulación con ácido palmítico 

 

Una vez terminados los protocolos de incubación en placas de multiples pozos, las células se 

lavaron 2 veces  con una solución tampón fosfato salino (PBS 1X) que contenía en mM: NaCl, 

116; KCl, 1,8; Na2HPO4, 1; KH2PO4, 14.7,  la solución fue ajustada a pH 7,4. Posteriormente, 

para la estimulación del modelo inflamatorio se utilizó un insulto metabólico con ácido grasos que 

consistió en la preparación de una solución de ácido palmítico 5mM que contenía: Acido palmítico 

(Sigma-Aldrich, P5585) en etanol 200 mM, albumina sérica bovina 30 % (BSA) (Sigma- Aldrich 

A2153) además de medio de cultivo sin suero. Para la solución de trabajo se adicionó L-carnitina 

(Sigma-Aldrich C0283) 2 Mm, se llevaron a la incubadora durante el tiempo establecido en el 

protocolo experimental. Como tratamiento de control se utilizó la misma solución libre de ácido 

palmítico. 

4.1.3 Tratamientos farmacológicos 

 

Una vez que las células se sembraron en placas de múltiples pozos, el medio de cultivo fue 

reemplazado con RPMI libre de suero fetal bovino (Lonza, Walkersville, EE.UU.) con el objeto de 

disminuir la estimulación trófica que pudiera afectar los resultados del estudio. En el mismo 

sentido las condiciones de daño metabólico (insulto con palmitato) tampoco contaron con 

suplementación de suero. Las concentraciones de la tibolona, agonistas y antagonistas de los RE y 

antagonista de receptor de andrógenos (RA) flutamida se estandarizaron previamente mediante 

ensayos de dosis repuesta. Estos ensayos estuvieron fundamentados en estudios relacionados en los 

cuales se utilizaron cada una de las moléculas de interés (Kloosterboer 2001, Barreto, White et al. 

2011, Guo, Duckles et al. 2012, Pinto-Almazán, Calzada-Mendoza et al. 2012, De Marinis, Acaz-

Fonseca et al. 2013, Acaz-Fonseca, Sanchez-Gonzalez et al. 2014, Pinto-Almazan, Rivas-Arancibia 

et al. 2014, Arevalo, Azcoitia et al. 2015).  Doce horas después del insulto con palmitato se 

incubaron las células de acuerdo al protocolo experimental con: a) Tibolona (Sigma-Aldrich, 

T0827) Se realizó una curva dosis respuesta para determinar el tiempo y la concentración optima; 

b) Concentraciones desde10 nM-10µM 1,3,5-Tris (4-hidroxifenil) -4-propil-1H-pirazol (PPT) 

(agonista ERα; Sigma-Aldrich, H6036); o iv) Concentraciones desde 10 nM-10µM 2,3-Bis (4- 
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hidroxifenil) propionitrilo (DPN) (agonista ERβ; Sigma-Aldrich, H5915). Además, 3 o 6 horas 

antes de la incubación con tibolona, PPT o DPN, algunos cultivos se trataron con 100 nM de 1,3-

Bis (4- hidroxifenil) -4-metil-5- [4- (2-piperidinil etoxi) fenil] dihidrocloruro-1H-pirazol (MPP) 

(antagonista de ERα, Tocris BioScience, Bristol, Reino Unido) o 100 nM 4- [2-fenil-5,7-bis 

(trifluorometil) pirazol [1,5-a] pirimidin 3-il] fenol (PHTPP) (antagonista ERβ; Tocris BioScience, 

Bristol, Reino Unido catego- 2662). 

La dilución patrón de tibolona 5mM preparada en dimetil sulfóxido (DMSO) se disolvió en medio 

RPMI sin rojo fenol y el porcentaje de DMSO no superó el 0.01% en las diferentes diluciones. Los 

compuestos  PPT, DPN, MPP y PHTPP se disolvieron en una concentración de trabajo de 10 mM 

en DMSO y luego a una concentración final en medio RPMI sin rojo fenol. Con el fin de evitar 

posibles variaciones relacionadas con las concentraciones, la tibolona, agonistas y antagonistas 

fueron estandarizados previamente (dosis-respuesta óptima). 

 

4.1.4. Determinación de parámetros en el modelo 

 

4.1.4.1. Viabilidad y la fragmentación nuclear 

 

La viabilidad fue determinada mediante la técnica de MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5- 

difeniltetrazolio) (Sigma, St Louis, Missouri, EE.UU.) y de Ioduro de propidio (IP) (Sigma- 

aldrich). Para las determinaciones de viabilidad mediante MTT, las células se sembraron en placas 

de 96 pocillos en medio de cultivo RPMI que contenía 10% de suero fetal bovino a densidad de 

siembra de 10.000 células por pocillo y se incubaron durante 24 h. Posteriormente, las células se 

trataron de acuerdo a diferentes paradigmas experimentales (tiempos y concentraciones). La 

viabilidad se evaluó después de  los tratamientos farmacologicos  mediante  la  adición  de  

solución  de  MTT  a  la concentración final de 5 mg/ml, durante 4 horas a 37 °C. Luego, las 

células se lisaron mediante la adición de dimetil sulfóxido DMSO. El producto de formazan azul se 

evaluó en un lector de placas a 595 nm (espectofotómetro). Luego los valores se normalizaron al 

valor de los cultivos de control sin palmitato, que fue considerado como una supervivencia del 

100%. Cada ensayo se realizó con un mínimo de tres repeticiones por experimento. 
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Para la determinación de la viabilidad por IP, las células fueron sembradas en placas de 24 pocillos 

en medio de cultivo RPMI que contenía suero fetal bovino al 10% en densidad de siembra de 

40.000 células por pocillo, se incubaron durante 24 h hasta que alcanzan la confluencia. A 

continuación, las células se sometieron a los respectivos tratamientos y protocolos experimentales.  

Posteriormente, se lavaron  las  células  en  PBS  y  se  separaron  con  tripsina (tripsina / EDTA 

500 mg / L: 200 mg / l; Lonza, Walkersville, EE.UU.). A continuación, las células se tiñeron con 

IP disuelto en PBS a una concentración final de 10 μg/ml durante 15 minutos. Posteriormente las 

células PI positivas fueron cuantificadas mediante citometría de flujo (citómetro Guava EasyCyte 

™ Millipore, Billerica, Massachusetts, EE.UU.) o mediante microscopía de fluorescencia. Cada 

ensayo se realizó con un mínimo de 3 réplicas para cada condición. 

La fragmentación y condensación nuclear se determinaron mediante tinción Hoechst 33258. 

Después de la exposición al palmitato y diferentes paradigmas experimentales, las células se 

lavaron tres veces en solución salina tamponada con fosfato PBS 1Xy se fijaron durante 20 minutos 

en una solución de PBS al 4% de paraformaldehído a temperatura ambiente. Posteriormente, las 

células se lavaron y se marcaron con Hoechst 33258 (5 mg/ml; Invitrogen) durante 15 minutos. Se 

observaron los núcleos celulares y se fotografiaron usando un microscopio invertido de 

fluorescencia Olympus IX-53. Se determinó el número de núcleos fragmentados y condensados en 

al menos ocho áreas seleccionadas al azar de cada grupo experimental. Los datos se expresaron 

como un porcentaje de núcleos fragmentados y condensados en relación al número total de células. 

4.1.4.2. Especies reactivas del oxígeno (ROS) 

 

Evaluación radical superóxido 

La producción de especies reactivas del oxígeno se evaluó por citometría de flujo. Las células se 

sembraron a una densidad de 40.000 células por pocillo en placas de 24 pocillos en medio de 

cultivo RPMI que contenía 10% de SFB y luego fueron tratados de acuerdo a cada paradigma 

experimental al día siguiente. Una vez concluidos los tratamientos, las células fueron tratadas en la 

oscuridad durante 30 minutos a 37 °C con dihidroetidina 10 µM (DHE; Sigma) para evaluar el 
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radical superóxido O2-. Luego, las células se lavaron en PBS y se desprendieron con tripsina 

(Tripsina/EDTA 500 mg/L: 200 mg/L; Lonza, Walkersville, EE.UU.) para análisis por citometría 

de flujo o se mantuvieron en la placa para ser evaluadas por microscopía de fluorescencia. Como 

control positivo de utilizo rotenona 50 µM, esto permitió inducir la producción de especies 

reactivas de oxígeno.  

Evaluación radical peróxido de hidrogeno  

La producción de este radical se evaluó mediante tinción con Diclorofluoresceina diacetato 

(DCFDA- Sigma). La producción de intermediarios reactivos de oxigeno se realizó con la sonda 

inespecífica Diclorofluresceina a una concentración final de 10 μM. Una vez finalizado el 

protocolo experimental las células se incubaron durante 30 minutos, posteriormente se separaron 

tripsina o se dejaron en la placa de acuerdo a la cuantificación mediante citometría de flujo o 

microscopía de fluorescencia respectivamente. 

4.1.4.3. Potencial de membrana mitocondrial ΔΨm 

 

El potencial de membrana mitocondrial se evaluó mediante la tinción de tetrametil rodamina éster 

metílico (TMRM). Las células se sembraron a una densidad de 40.000 células por pocillo en placas 

de 24 pocillos y se trataron de acuerdo con cada paradigma experimental en el día siguiente. 

Posterior al paradigma experimental, las células se tiñeron en la oscuridad con 500 nM de TMRM, 

y se incubaron a 37ºC durante 20 min. Luego las células se lavaron con PBS y se separaron usando 

tripsina. Subsecuentemente los resultados se cuantificaron por citometría de flujo   o   microscopía   

de   fluorescencia.   Como   control experimental, se utilizaron el desacoplador mitocondrial 

carbonilcianuro-m-clorofenilhidrazona CCCP (Sigma-Aldrich). Esto permitió disipar el potencial 

de membrana y definir la línea base para el análisis del potencial mitocondrial. 

4.1.4.4. Masa mitocondrial (NAO) 

 

La masa mitocondrial se evaluó mediante la tinción 10-N-nonil naranja de acridina (NAO). Las 

células se sembraron a una densidad de 40.000 células por pocillo en placas de 24 pocillos y se 

trataron de acuerdo con cada paradigma experimental en el día siguiente. Posterior al paradigma 
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experimental, las células se tiñeron en la oscuridad con 200 nM de NAO, y se incubaron a 37ºC 

durante 20 min. Luego las células se lavaron con PBS y se separaron usando tripsina. 

Subsecuentemente los resultados se cuantificaron por citometría de flujo   o   microscopía   de   

fluorescencia.  

4.1.5. Estimación celular de la intensidad media de fluorescencia 

 

El uso de  fluorocromos  permite  que  la  cuantificación  de  los  parámetros  de  interés  pueda 

realizarse mediante citometría de flujo o mediante microscopia de fluorescencia. Los dos tipos de 

análisis se complementan entre sí y permiten obtener mayor información del experimento. Para el 

caso de la microscopia de fluorescencia, la cuantificación y análisis implica la captura de imágenes 

que posteriormente se analizan mediante un software el cual calcula la intensidad media de 

fluorescencia (IMF) de las células. Para la determinación de la IMF, las células fueron 

fotografiadas mediante la cámara Motic moticam CMOS de 10 megapixeles. Posterior a la captura 

de las imágenes, éstas fueron analizadas utilizando el software  ImageJ versión 1.47 (Bankhead 

2014, cooperlab 2016). Las microfotografías se cargaron en el software y se pre- procesaron para 

restar el fondo, mediante el método de sustracción de fondo del software. Posteriormente, se dibujó 

un recuadro alrededor de la célula y se midió el valor de fluorecencia medio y la densidad 

integrada. A continuación, se dibujó un recuadro cerca de la célula a evaluar 

Para cuantificar el fondo, mediante una plantilla Excel (2016 Microsoft®), se restó el valor del 

fondo a la media de fluorescencia, y se usó el valor resultante para el análisis estadístico. 20 células 

fueron seleccionadas al azar (utilizando un generador de números aleatorios 

https://www.random.org/integers/)  utilizando una cuadrícula numerada en cada microfotografía. 

Se determinó el valor de fluorescencia media de las 20 celdas en 8 microfotografías para cada 

tratamiento. Las células se analizaron en un área de 0,03 mm2. No hubo variaciones en las 

condiciones del procesamiento de imágenes. 

4.1.6. Citometría de flujo 
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Para la evaluación de viabilidad (IP) y parámetros inflamatórios (producción de ROS, Potencial de 

membrana mitocondrial, masa mitoncondrial) de interés se utilizó la técnica de citometría de flujo. 

Brevemente, una vez terminados los tratamientos experimentales, las células fueron suspendidas 

mediante el uso de Tripsina-Versene Lonza®, durante 4 minutos, posteriormente se transfirieron a 

tubos eppendorff de 1 ml, donde se llevó a cabo la tinción respectiva. Para el diseño de los 

experimentos se utilizó los tratamientos a estudiar y controles positivos y negativos. Las células se 

evaluaron en el citómetro Guava Easy Cyte de Millipore®, con un conteo de eventos de 5000 por 

cada tratamiento, los ajustes de los parámetros del citómetro se hicieron con respecto a los 

controles. 

4.1.7. Determinación de Citoquinas: 

 

Para la determinación de citoquinas se utilizó el kit Multi-Analyte ELISArray (MEM-004A), según 

las indicaciones del fabricante. Brevemente, una vez terminados los tratamientos respectivos se 

tomó una alícuota de los sobrenadantes y se evaluaron mediante el uso del kit que utiliza 

anticuerpos altamente específicos para citoquinas y quimiocinas, mediante pruebas ELISA se 

pueden detectar 12 citoquinas o quimiocinas simultáneamente en múltiples muestras. El kit  perfila 

12 citoquinas en 6 sobrenadantes celulares usando un protocolo simple y un tiempo de desarrollo 

estandarizado. Los anticuerpos de captura y detección se seleccionan para lograr la sensibilidad 

más alta posible y linealidad para cada ensayo de citoquinas o quimiocinas.  

4.1.8. Determinación y cuantificación de proteínas por Western Blot 

 

Para la determinación de proteínas, las células destinadas para tal fin fueron lisadas y se 

solubilizadas en tampón RIPA (Thermo Scientific, cat. 89900), que contiene 1 mM de fluoruro de 

sodio 1 mM, 10 mM de pirofosfato de sodio, 200 mM de fluoruro de metil-fenil-sulfoniloPMSF, 

10 mM ortovanadato de sodio y cóctel inhibidor de proteasas Halt Thermo 1X (CAT- 78425). Los 

lisados se centrifugaron a 10.000 rpm a 4 °C durante 10 minutos y, finalmente, se denaturaron por 

calentamiento durante 5 min. Una muestra de las proteínas solubilizadas se utilizó para la 

cuantificación de proteínas mediante el método del ácido bicinconínico (kit BCA-1 Sigma-
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Aldrich). Las proteínas solubilizadas se resolvieron en gel de electroforesis al 12% SDS-PAGE a 

90 V durante 90 minutos a 25 °C.  

Después se transfirieron electroforéticamente a membranas de PVDF (Thermo cat.88518) durante 

90 minutos a 350 mA y 4 °C. Luego las membranas de PVDF se bloquearon durante 1 hora a 25ºC 

con 5% (w/v) de BSA y 0,1% (w/v) de Tween-20 en tampón Tris salino pH 7,4. A continuación las 

membranas se incubaron durante la noche a 4 °C  con  el  anticuerpo  primario.  Posterior  a  

lavados  sucesivos  la  membrana  se  incubó  en anticuerpo secundario durante 40 minutos. 

Posteriormente, las membranas se revelaron mediante el método de quimioluminiscencia utilizando 

el kit West Pico Substrate SuperSignal ™ (Life Technologies). 

Los análisis densitométricos se realizaron utilizando el software ImageJ versión 1.48p. Se utilizó el 

método de histograma para analizar y normalizar los datos (Tan and Ng 2008, Gassmann, 

Grenacher et al. 2009, Lukemiller 2010). El análisis se realizó con películas escaneadas con bajo 

tiempo de exposición, evitando lecturas producto de la saturación de la señal. A continuación, se 

utilizó el software ImageJ para realizar el análisis densitométrico. Inicialmente se dibuja un área 

rectangular alrededor de cada una de las bandas en la imagen. Una vez seleccionadas todas las 

bandas se generaron los histogramas que indicaron la intensidad de cada una de las bandas usando 

el algoritmo de análisis de gel en el software. Posteriormente, dibujamos una línea en la parte 

superior del histograma para cuantificar el área bajo la curva. Finalmente, mediante el uso de una 

hoja de cálculo Excel, se estimó la relación entre cada banda con su correspondiente control de 

carga. 

 

4.1.9. Inmunofluorescencia 

 

Algunas proteínas fueron evaluadas por inmunofluorescencia como método de validación y para 

obtener más información de la proteína en relación al modelo. Las células se cultivaron en placas 

multipozo de 4 pocillos. Al final de los tratamientos experimentales, las células se lavaron en PBS 

y se fijaron con 4% de paraformaldehído durante 20 minutos a temperatura ambiente. 

Posteriormente, las células se permeabilizaron durante 3 minutos en 0,1% de Triton X-100 en 
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tampón Tris salino (TBS) con 2% de BSA. Una vez permeabilizadas las células, se lavaron con 

PBS, se bloquearon con 2% de BSA+TBS y se incubaron durante la noche a 4ºC con anticuerpo 

primario. Posteriormente, las células se lavaron tres veces durante 5 min con TBS y se incubaron 

durante 45 minutos a temperatura ambiente con anticuerpo segundario acoplado a DyLight-488 a la 

concentración establecida. Finalmente, las células fueron lavadas tres veces con TBS, se tiñeron 

con  Hoechst  33258  para  marcar  los  núcleos  y  se  fotografiaron  en  el  microscopio invertido 

de fluorescencia Olympus IX-53. La cuantificación se realizó mediante el software ImageJ con el 

método descrito en este estudio. 

4.1.10. Análisis estadístico 

 

Los datos obtenidos de este estudio fueron analizados inicialmente para determinar el tipo de 

distribución estadística de los datos. Mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov se determinó la 

distribución normal y mediante el test de Levene se determinó la homogeneidad de  la varianza. 

Posteriormente, los datos fueron examinados por análisis de varianza (ANOVA), seguido de la 

prueba post hoc de Dunnet para las comparaciones entre los controles y los tratamientos y prueba 

post hoc de Tukey para comparaciones múltiples entre las medias de los tratamientos. Los datos se 

presentaron como la media ± SEM de 3 experimentos independientes. Una diferencia 

estadísticamente significativa se definió en P <0,05. 
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5. RESULTADOS 
 

5.1. Efecto del ácido palmítico sobre la viabilidad en el modelo microglial 

 

 

El efecto del ácido palmítico fue evaluado en la línea celular  BV-2, una línea microglial 

ampliamente utilizada y con soporte teórico y experimental para este tipo de estudios (Zhou et al., 

2016). Fue necesario determinar el tiempo y la concentración en que las células eran afectadas por 

el ácido palmítico y el tiempo límite en que las células aún podían ser tratadas o rescatadas. 

 

Figura  1. Estandarización del modelo inflamatorio con ácido palmítico. Tiempos y 

concentraciones del daño en las células BV-2 sometidas al ácido palmítico durante 12, 18 y 24 

horas. Viabilidad Palmitato MTT A.12 h, B.18 h, C.24 h, Viabilidad Palmitato IP D.12h, E. 18 h, 

F. 24 h  Rpmi: Condición basal del cultivo, Vh:  Control. Resultados obtenidos por las técnicas de 

MTT y validados mediante la captación de ioduro de propidio (IP). 12 h **** (P<0.0001 Vh vs 

Pal), 18 h (P<0.0001 Vh vs Pal), 24 h (P<0.0001 Vh vs Pal). 

 



37 
 

 

Mediante ensayos de viabilidad realizados con la técnica de MTT y con ioduro de propidio 

(Figuras 1-2) se evidenció que a partir de las 12 horas de daño hay cambios significativos respecto 

al control (p<0.0001, Vh vs Pal;Figuras 1A-D); más allá de este tiempo las células presentaban 

proporciones de muerte superiores al 60% a las 18 h  (p<0.0001, Vh vs Pal;Figuras 1B-E) de estar 

expuestas al ácido palmítico y cerca de un 90 % a las 24 h de daño (p<0.0001, Vh vs Pal;Figuras 

1C-F). Durante 12 horas de ácido palmítico en una concentración de 250 µM se observaron 

proporciones de muerte cercanas al 50% (Figura 2), y ésta es la condición optima que ser utilizada 

den los demás experimentos 

Figura  2 Caracterización del modelo inflamatorio con ácido palmítico.  Porcentaje de 

células que captaron ioduro de propidio a diferentes tiempos y concentraciones de ácido 

palmítico, a las 12 h de daño las células BV-2 presentan una mortalidad del 50 % a una 

concentración de 250 µM. Paneles “dotplots” de citometría de flujo representativa de las 12 h de 

daño con ácido palmítico.  A. Vh, B. Pal 250 µM, C. Pal 500 µM, D. Rpmi.**** (p<0.0001, Pal 

12h 250 µM vs Vh), (p<0.0001, Pal 18h 250 µM vs Vh), (p<0.0001, Pal 24h 250 µM vs Vh). 
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5.1.1. Evaluación de la fragmentación nuclear, potencial de membrana mitocondrial y 

producción de especies reactivas de oxígeno en células insultadas con ácido palmítico 

 

Una vez estandarizado el tiempo y la concentración del ácido palmítico (250 µM por 12 horas), se 

procedió a evaluar diferentes parámetros de tipo celular para explicar de forma descriptiva el 

insulto con ácido palmítico. Se evaluaron entre otros parámetros, la producción de especies 

reactivas de oxígeno, el potencial de membrana mitocondrial y la fragmentación nuclear. En 

conjunto estos parámetros describen los procesos que desencadenan la muerte celular en el modelo.  

 

5.1.1.1.  Condensación y fragmentación nuclear: La condensación y fragmentación nuclear 

fueron parámetros que se observaron durante las 3, 6 y 12 horas de daño (Figura 3). La literatura 

reporta (Feng et al., 2016) que este parámetro puede interpretarse como un indicador de 

apoptosis. No se observó un incremento significativo de la condensación y fragmentación nuclear 

en las condiciones basales y en el control. Sin embargo,  por el contrario entre las 3, 6 y 12 horas 

de daño se observó un incremento significativo de la condensación y la fragmentación de los 

núcleos celulares de manera consecutiva, a partir de las 3 horas (p<0.0001, Pal 3h vs Pal 6h), 

(p<0.0001 Pal 3h vs Pal 12 h), (p<0.001 Pal 6h vs Pal 12 h;Figura 3A). El mayor incremento de 

la condensación y fragmentación nuclear en las células sometidas al ácido palmítico se observó a 

las 12 h en donde aumento alrededor de un 30% respecto al control (p<0.0001, Vh  vs Pal 12 h).  

 

5.1.1.2. Potencial de membrana mitocondrial: El potencial de membrana mitocondrial es un 

indicativo de la función mitocondrial y un reflejo de la actividad de la cadena de transporte de 

electrones, la cual es la encargada de la producción de ATP en la célula (Garedew, Henderson, 

& Moncada, 2010). Durante 12 horas de daño se realizó una curva temporal a las 3, 6 y 12 horas 

para evaluar la función mitocondrial (Figura 3B) en la microglia sometida al palmitato. Se observó 

una caída significativa en el potencial de membrana a partir de la 3 hora de daño (p<0.001, Pal 3h vs 

Pal 12 h), que se sigue continua durante las 6h (p<0.0001, Pal 3h vs Pal 12 h) y llega a una pérdida 

de alrededor del 50% a las 12 horas de daño en las células. Como control positivo se utilizó el 

desacoplador mitocondrial m-clorocarbonilcianuro fenilhidrazona (CCCP). 
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Figura  3. Caracterización de la fragmentación nuclear, potencial de membrana 

mitocondrial, niveles de peróxido e ion superóxido en la microglía tratada con el palmitato. 

A. Porcentaje de células que presentaron fragmentación y condensación nuclear en el modelo. 

Desde las 3 h se presenta un incremento en este parámetro, con un mayor porcentaje en la 12 h 

(p<0.0001, Vh  vs Pal 12 h). B. Existe una pérdida del potencial de membrana mitocondrial en 

células BV-2 bajo estimulo con ácido palmítico (p<0.0001, Pal 3h vs Pal 12 h). C. La producción 

del ion peróxido de hidrogeno aumenta respecto al grupo control en células expuestas al ácido 

palmítico ***(p<0.001, P al 6h vs Pal 12 h). D. Aumento de la producción del ion superóxido en 

células microgliales estimuladas con ácido palmítico ****(p<0.0001, Pal 6h vs Pal 12 h). Rpmi: 

Condiciones basal, Vh: Control, Pal: Palmitato. 
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5.1.1.3. Producción de Peróxido de Hidrogeno: Mediante la sonda fluorescente 

Diclofluoresceina diacetato (DCFA-DA) se observó un incremento significativo del ion peróxido 

en el modelo a partir de las 3 horas (p<0.0001, Pal 3h vs Pal 12 h) de insulto con ácido palmítico; 

Este incremento sigue en las células tratadas con palmitato las 6 y 12 h (p<0.001 Pal 6h vs Pal 12 

h) (Figura 3C). Sin embargo, en las células control (Vh) no se observó un incremento 

significativo al evaluar esta especie reactiva. Como control positivo de este experimento se 

utilizó el neurotóxico rotenona que es un bloqueador del complejo I de la cadena de transporte 

mitocondrial (datos no mostrados). 

 

5.1.1.4. Producción de superóxido: El ion superóxido O2
- es una especie reactiva de oxigeno que 

puede ser tóxica en el ambiente celular (Singh et al., 2016). Se observó un incremento 

significativo de ión superóxido en el modelo a las 3 horas (p<0.0001, Pal 3h vs Pal 12 h) de la 

exposición con ácido palmítico, y la concentración de este ion disminuye progresivamente a las 6 

y 12 horas (p<0.0001, Pal 6h vs Pal 12 h) de daño (Figura 3D).  

 
 

La estimulación con ácido palmítico en las células microglia BV 2 durante 12 horas evidencia una 

clara perdida del potencial de membrana mitocondrial respecto a la condición control (Vh). La 

pérdida del potencial de membrana mitocondrial puede estar relacionada con el incremento en la 

producción de ion superóxido y peróxido en las células tratadas, por lo cuales todo esto junto 

promueve la pérdida de la función mitocondrial, afectando directamente la producción de ATP 

celular.  

 

 

5.2. Efecto de la tibolona sobre la fragmentación nuclear, las especies reactivas de oxígeno, el 

potencial de membrana mitocondrial y masa mitocondrial en el modelo inflamatorio de ácido 

palmítico 

 

5.2.1. Efecto de la tibolona sobre los parámetros celulares en el modelo 
 

 

5.2.1.1. Viabilidad celular: Luego de determinar los efectos del ácido palmítico en el modelo 

inflamatorio, se procedió a determinar el efecto de la tibolona sobre la viabilidad de la microglia 

expuesta al ácido palmítico mediante las técnicas de MTT e IP. Para evaluar el efecto de la tibolona 
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fue necesario determinar si este era producto de una estimulación previa (pre-tratamiento), durante 

(co-tratamiento) o posterior (post-tratamiento) al daño con ácido palmítico (Figura 4) y de manera 

simultánea estandarizar la concentración y el tiempo en donde la tibolona ejercía un posible 

efecto.  

Se encontró que la estimulación con tibolona no presentó un efecto significativo sobre la 

viabilidad (medida por la captación de IP) durante un pre-tratamiento y co-tratamiento (Figura 4). 

Por el contrario, un tratamiento de 12 h con tibolona en una concentración de 10 nM posterior al 

daño (post-tratamiento) mostró un incremento cercano al 30% aproximadamente en la viabilidad 

celular, encontrando un efecto de este esteroide sobre en el modelo inflamatorio (Figuras 4-5).  

Figura  4. Estandarización del efecto de la tibolona sobre la viabilidad en el modelo 

inflamatorio de ácido palmítico. Estandarización del tipo de tratamiento (pre, co y post) con tibolona 

en células insultadas con ácido palmítico, evaluando diferentes concentraciones y tiempos. No se 

observaron diferencias significativas en ninguna de las concentraciones para el pre-tratamiento y 

co-tratamiento por lo que estos fueron descartados para futuros experimentos. Un tratamiento por 

12 h posterior al daño con 10 nM de tibolona incrementa significativamente la viabilidad celular en 

el modelo inflamatorio de ácido palmítico. **** (p<0.0001, Vh  vs Pal 12 h),*** (p<0.001, Pa l  vs 

Pal +Tibo 10  nM). 
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Esta concentración y tiempo de administración de la tibolona serán utilizados en los próximos 

experimentos.    

 

Figura  5. Efecto de la tibolona (post-tratamiento) sobre la captación de ioduro de propidio 

en la microglia bajo tratamiento con palmítato. La captación de ioduro de propidio indican la 

cantidad de células con compromiso de la membrana nuclear significativo. Microfotografías de 

fluorescencia representativas de las condiciones del modelo A. Vh, B. Pal 250µM, C. Pal+Tibo 

10nM , D. Rpmi. Las células se fotografiaron con tinción de IP en aumento de 20x lo que 

permitió observar la cantidad de células positivas para ioduro de propidio. Escala 20 µm. E. El 

gráfico de barras muestra la cuantificación del porcentaje de células positivas por citometría de 

flujo con marcación para IP. **** (p<0.001, vh  vs Pal 12 h), (p<0.001, Pal + Tibo vs Pal 12 h). 
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5.2.1.2. Condensación y fragmentación nuclear: Se realizó una tinción con Hoechst 33258 con el 

fin de observar la condensación y fragmentación nuclear. La fragmentación nuclear es un indicativo 

de procesos apoptóticos como posible consecuencia de importantes alteraciones celulares e 

inflamatorias. La condición control (Figura 6A) no presentó una fragmentación significativa de 

forma similar a las condiciones basales (con Rpmi). Una concentración de 250 µM de ácido 

palmítico mostró que el 35% de las células en el modelo presenten fragmentación a las 12 horas de 

daño (Figura 6B). El tratamiento posterior con la tibolona disminuyó significativamente el 

porcentaje de núcleos fragmentados hasta en un 40% ((p<0.0001, vh  vs Pal 12 h; Figura 6C). 

 

 

 

Figura  6. Efecto de la tibolona  a 10 nM sobre la condensación y fragmentación nuclear. 

La tibolona reduce la fragmentación nuclear posterior a un daño con ácido palmítico. El panel 

superior muestra las microfotografías correspondientes de las células BV-2 expuestas palmitato 

y tibolona marcadas con hoescht. A. Vh, B. Pal, C. Pal + Tibo. El gráfico de barras muestra el 

porcentaje de células con el núcleo fragmentado y condensado. Las células se fotografiaron en 

aumento de 20x. Escala 20 µm. **** (p<0.0001, vh  vs Pal 12 h), (p<0.0001 Pal + Tibo vs Pal 

12 h). 
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5.2.1.4 Producción de peróxido de hidrógeno: El daño inducido a las 12h por el ácido palmítico 

incrementa en un 60% la producción de especies reactivas de oxigeno (Figura 3C).  El peróxido de 

hidrogeno H2O2 tiene un aumento significativo (p<0.0001, Vh  12h  vs Pal 12 h) con respecto al 

control (Figuras 7A-7B). La estimulación con tibolona posterior al daño incrementó 

aproximadamente el doble la producción de esta especie reactiva (Figura 7C) en el modelo 

inflamatorio (p<0.0001, Pa l  12h  vs Pal+Tibo 12h). Este comportamiento se presentó también 

en otros tiempos (3 h y 6 h) de insulto evaluados (Figura 7D). 

 

 

Figura  7. Efecto de la tibolona en la producción de peróxido de hidrógeno en un modelo 

inflamatorio de ácido palmítico. La concentración de peróxido de hidrógeno aumenta en las 

células estimuladas con tibolona. Paneles “dotplots” de citometría de flujo representativos del 

modelo a las 12 h A. Vh, B. Pal, C. Pal +Tibo. D. El gráfico de barras muestra la intensidad 

media de fluorescencia a diferentes tiempos de insulto con tinción de DCFA-DA. *(p<0.01, 

Vh  3h  vs Pal 3 h), ****(p<0.0001, Pal 3h  vs Pal+Tibo 3h), *(p<0.01, Vh  6h  vs Pal 6 h), 

**(p<0.001, Pa l  6h  vs Pal+Tibo 6h).  
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5.2.1.5 Producción del ion superóxido:  En este ensayo se realizó una curva de palmitato en 

donde se evaluaron diferentes tiempos del insulto, y se encontró que a partir de las 3h se presenta 

un incremento  significativo del 72% (p<0.0001, Vh  3h  vs Pal 3h) en la producción del ion 

superóxido con respecto al control. Al evaluar tiempos mayores se observó la misma tendencia, 

pero con una leve disminución de esta especie con el tiempo. El tratamiento con la tibolona 

disminuyó significativamente  (p<0.001, Pal 3h  vs Pal+Tibo3h)  la producción de especies 

superóxido a partir de las 3 h, donde dicho efecto reductor de especies superóxido por parte de la 

tibolona fue determinado hasta las 24 horas (Figura 8D). 

 
 

 

Figura  8. Efecto de la tibolona sobre la producción de ion superóxido en un modelo 

inflamatorio de ácido palmítico. La concentración del ion superóxido disminuye en las 

células tratadas con tibolona a partir de las 3h. El panel superior muestra microfotografías 

representativas del modelo a las 12 h marcadas con DHE A. Vh, B. Pal, C. Pal + Tibo. El 

gráfico de barras muestra la intensidad media de fluorescencia a diferentes tiempos de 

insulto con tinción de DHE evaluado por citometría de flujo. Las células se fotografiaron 

en aumento de 20x. Escala 20 µm. ****(p<0.0001 Vh  12h  vs Pal 12 h), ***(p<0.001 

Pal 12h  vs Pal+Tibo 12h). 
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5.2.1.4. Función mitocondrial-Potencial de membrana mitocondrial: En las células 

microgliales BV-2 sometidas al ácido palmítico, se evaluó el efecto de la tibolona en el potencial 

de membrana mitocondrial (Figura 9). El potencial de membrana mitocondrial determina en parte 

el correcto funcionamiento de la actividad mitocondrial. Nuestros resultados muestran que en la 

condición control no hay una pérdida del potencial de membrana (Figura 9A); por el contrario, las 

células expuestas al ácido palmítico (Figura 9B) muestran una pérdida del 50% significativa 

(p<0.0001 Vh  12h  vs Pal 12 h) del potencial de membrana respecto a la condición control. Las 

células tratadas con tibolona después del daño presentan un mantenimiento de alrededor de un 

20% del potencial de membrana mitocondrial a la 12h (p<0.0001, Pal 12h vs Pal +Tibo 12h, 

Figura  9. Efecto de la tibolona sobre el potencial de membrana mitocondrial en un modelo 

inflamatorio de ácido palmítico. El tratamiento con tibolona mejora el potencial de membrana 

mitocondrial luego de un daño con ácido palmítico. El panel superior muestra las 

microfotografías correspondientes a las 12 h de las células BV-2 bajo el modelo, marcadas con 

la sonda TMRM. A. Vh, B. Pal, C. Pal + Tibo 10 nM. El gráfico de barras muestra la intensidad 

media de fluorescencia con marcación de TMRM por citometría de flujo. Las células se 

fotografiaron en aumentos de 20x. Escala 20 µm. ****(P<0.0001 Vh  12h  vs Pal 12 h), 

****(P<0.0001 Pal 12h vs Pal +Tibo 12 h).  
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Figura 9C). Como control positivo se utilizó CCCP, un desacoplador de la membrana 

mitocondrial. 

 
5.2.1.5. Masa mitocondrial: El mantenimiento de la integridad de la membrana interna 

mitocondrial es importante para su correcto funcionamiento. La masa mitocondrial se evaluó a 

partir de la oxidación de la cardiolipina un lípido presente en la membrana mitocondrial .  Se 

observó una disminución significativa  (p<0.01, Vh  12h  vs Pal 12h) en las células expuestas al 

ácido palmítico al compararlo con la condición control (Figuras 10A-B). El tratamiento con la 

tibolona mantuvo la masa mitocondrial (Figura 10C)(p<0.001, Vh  12h  vs Pal 12h). 

 
 

 

Figura  10. Efecto de la tibolona sobre la masa mitocondrial en un modelo inflamatorio 

de ácido palmítico. El tratamiento con tibolona mejora la masa mitocondrial luego de un 

daño con ácido palmítico. El panel superior muestra las microfotografías correspondientes a 

las 12 h de las células BV-2 bajo el modelo, marcadas con NAO. A. Vh, B. Pal, C. Pal + 

Tibo. El gráfico de barras muestra la intensidad media de fluorescencia con marcación de 

NAO por citometría de flujo. Las células se fotografiaron en aumentos de 20x. Escala 20 

µm. **(p<0.01, Vh  12h  vs Pal 12h), ***(p<0.001, Vh  12h  vs Pal 12h). 



48 
 

 

5.3. Efecto de los receptores alfa y beta de estrógeno sobre el modelo inflamatorio estimulado 

por ácido palmítico 

 

5.3.1. Efecto de los agonistas y antagonistas de los receptores de estrógeno sobre el modelo 

inflamatorio de ácido palmítico 
 

Una vez determinado el efecto protector de la tibolona sobre los parámetros en el modelo 

inflamatorio, el estudio se enfocó en determinar por cual receptor la tibolona podría estar 

ejerciendo su efecto. Inicialmente los experimentos se diseñaron para evaluar si el efecto de la 

tibolona obedecía preferencialmente a alguno de los receptores de estrógeno, con lo cual se 

utilizaron agonistas y antagonistas de los receptores de estrógeno. 

Para desarrollar estos ensayos se utilizó los agonistas del receptor de estrógeno beta (DPN) y del 

receptor de estrógenos alfa (PPT), realizando una curva dosis respuesta a diferentes 

concentraciones de los agonistas para poder determinar a qué concentraciones se presentaba un 

efecto similar al presentado por la tibolona. Se observó que la estimulación con el agonista del 

receptor β de estrógeno (DPN) por 12h   posterior al daño con ácido palmítico presentó un efecto 

similar a la tibolona al incrementar  de una manera significativa  (p<0.001, Pal 12 h vs DPN 12 h) 

en cerca de un 20% la viabilidad celular (Figura 11A); por el contrario en el tratamiento a 

diferentes concentraciones con el agonista del receptor alfa de estrógeno (PPT) no se encontró 

Figura  11. Efecto de los agonistas de los receptores de estrógeno sobre la viabilidad del modelo 

inflamatorio de ácido palmítico. Estandarización de la concentración de los agonistas de los 

receptores de estrógenos. A. Pal +DPN, El agonista del receptor de estrógeno beta (DPN) aumenta 

significativamente la viabilidad celular ejerciendo un efecto protector en las células expuestas al 

ácido palmítico, por el contrario B. Pal +PPT el agonista del receptor alfa (PPT) no presentó ningún 

efecto sobre la viabilidad del modelo. ***(p<0.001 Pal 12 h vs DPN 12 h), ****(<0.0001 Pal 12 h vs 

Pal+Tibo12 h) 
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ninguna diferencia significativa al evaluar la viabilidad celular del modelo (Figura 11B).  Estos 

resultados podrían sugerir que la acción de la tibolona está asociado a la activación del receptor de 

estrógeno beta.  

 Con el fin de validar lo resultados anteriores se utilizaron antagonistas tanto del receptor de 

estrógeno alfa (MPP) como del receptor de estrógeno beta (PHTPP), esto con la necesidad de 

demostrar que el efecto se debía a la actividad estrogénica de la tibolona. Inicialmente se observó 

que el bloqueo del receptor de estrógeno beta (PHTTP+Pal+Tibo) disminuyó significativamente 

(p<0.0001, Pal+Tibo vs PHTTP+Pal+Tibo) la viabilidad de las células tratadas con la tibolona 

(Figura 12A); de igual manera este efecto fue similar en el tratamiento con DPN en donde se había 

bloqueado el receptor de estrógeno beta disminuyendo notablemente el efecto (p<0.0001, 

Pal+DPN vs PHTTP+Pal+DPN). También se evaluó el efecto del bloqueo del receptor de 

estrógenos alfa para confirmar los resultados obtenidos. En este ensayo se encontró que al 

bloquear el receptor alfa (MPP+Pal+Tibo) no se presentó ninguna disminución significativa del 

efecto de la tibolona sobre la viabilidad celular (p≥ns, Pal+Tibo vs MPP+Pal+Tibo; Figura 12B) y 

tampoco ninguna acción sobre las células tratadas con PPT (p≥ns, Pal+PPT vs MPP+Pal+PPT).  

 

Figura  12. Efecto del bloqueo de los receptores de estrógenos sobre la acción protectora de la 

tibolona en el modelo inflamatorio de ácido palmítico. Estandarización del tiempo de bloqueo 

con los antagonistas de los receptores de estrógenos. A. El bloqueo durante 3 y 6 h del REβ con el 

antagonista PHTTP redujo el efecto de la tibolona y del agonista DPN. B. El bloqueo del REα con 

el antagonista MPP no ejercicio ningún efecto sobre el tratamiento con tibolona. ****(P<0.0001 

Pal+Tibo vs PHTTP+Pal+Tibo), ****(P<0.0001 Pal+DPN vs PHTTP+Pal+DPN).  
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Teniendo en cuenta estos resultados, se 

realizó un western blot en células lisadas 

bajo las condiciones del modelo para 

evaluar la expresión de los receptores de 

estrógeno alfa y beta. No se encontró 

diferencia significativa en la expresión 

del receptor de estrógeno beta bajo las 

diferentes condiciones. Al parecer, estas 

células no expresan el receptor alfa de 

estrógenos, pues no se observó ninguna 

expresión de dicho receptor en los 

lisados de las células BV-2 bajo ninguno 

de los tratamientos (Figura 13). Este experimento confirmó la posible asociación del receptor de 

estrógenos beta con el efecto de la tibolona.  

5.3.2. Efecto de la tibolona mediado por los receptores de andrógenos y progesterona 

 

El efecto de la tibolona radica en la actividad estrogénica de sus metabolitos. Por ejemplo, la acción 

del alfa 4-isomero tibolona, uno de estos metabolitos, ha sido asociada a través la activación de los  

Figura  13. Expresión de los receptores de 

estrógenos beta y alfa en el modelo inflamatorio de 

ácido palmítico. Carriles Western Blot. 1. Vh, 2. Pal, 

3. Pal+Tibo, 4. Phttp+Pal+Tibo, 5. Pal+DPN, 6. 

Phttp+Pal+Dpn, 7. Pal+PPT. 

Figura  14. Efecto de la tibolona sobre el bloqueo del receptor de andrógenos en un modelo 

inflamatorio. El bloqueo de los receptores de andrógenos en diferentes concentraciones no 

disminuye el efecto de la tibolona. A. Bloqueo por 3h con Flutamida, B. Bloqueo por 6h con 

Flutamida. La viabilidad fue evaluada por citometría de flujo con marcación de IP. ns  p ≥ 0.05.  
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receptores de andrógeno  (Escande et al., 2009). De acuerdo a lo anterior combinamos e l  

tratamiento de la tibolona junto con el uso de un antagonista del receptor de andrógenos 

(Flutamida). Para llevar a cabo este experimento se realizó una curva con diferentes 

concentraciones y tiempos del bloqueo para determinar el efecto de esta sobre la viabilidad 

celular (Figura 14). Sin embargo, no se encontró ningún efecto sobre el efecto protector de la 

tibolona al bloquear estos receptores con la flutamida. Estos resultados sugieren que el efecto de 

la tibolona no está asociado al receptor de andrógenos y por el contrario afirma una vez más su 

acción sobre los receptores de estrógenos.  

 

5.3.3. Evaluación del efecto de la tibolona sobre los parámetros de función celular asociados 

con el tratamiento con agonistas de los receptores de estrógeno. 
 

 

Figura  15. Evaluación de la acción de los agonistas de los receptores de estrógenos DPNy PPT 

sobre los parámetros del modelo inflamatorio. El agonista del REβ (DPN) tiene un efecto similar a 

la tibolona en todos los parámetros evaluados del modelo, por el contrario, el agonista del Reα no 

presento ningún efecto protector. A. Peróxido de hidrogeno, ****(p<0.0001 Pal vs Pal+DPN) B. Ion 

superóxido, ** (p<0.01 Pal vs Pal+DPN), C. Potencial de membrana mitocondrial, **** (p<0.0001 

Pal vs Pal+DPN)  D. Masa mitocondrial  ****(p<0.0001 Pal vs Pal+DPN). 
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Partiendo de los resultados anteriores en donde sugieren que el efecto protector de la tibolona 

estaba asociado a los receptores de estrógenos, específicamente al receptor beta, se determinó si lo 

observado en la viabilidad del modelo también se reflejaba en algunos parámetros caracterizados 

en el modelo.  Para llevar a cabo estos ensayos se realizó el tratamiento con tibolona y con la 

presencia de los agonistas de los receptores de estrógenos, donde se evaluaron parámetros como la 

producción de especies reactivas de oxígeno, potencial de membrana mitocondrial y masa 

mitocondrial (Figura 15). 

 

Especies reactivas de oxígeno: Se encontró un aumento significativo de la producción de peróxido 

de hidrógeno con la estimulación del receptor beta mediante el agonista DPN por 12 h (p<0.0001, 

Pal vs Pal+DPN); el aumento en esta especie reactiva de oxígeno fue similar al efecto que 

presentan las células tratadas con tibolona emulando el efecto del agonista DPN en la estimulación 

del receptor de estrógeno beta. También se evaluó la estimulación del receptor de estrógenos α 

mediante el agonista PPT y se encontró un leve incremento en la producción de peróxido de 

hidrógeno (p<0.0001, Pal vs Pal+PPT; Figura 15A). De igual manera se determinó la 

concentración del ion superóxido, y se observó que la estimulación del receptor beta con el 

agonista DPN redujo significativamente (p<0.01, Pal vs Pal+DPN) la producción de esta especie 

(Figura 15B); por el contrario, el tratamiento con el PPT no evidenció ningún efecto significativo 

(p=0.6520, Pal vs Pal+PPT). Finalmente, el efecto del tratamiento con la tibolona fue similar a la 

estimulación del receptor beta con el DPN (Figura 15B), demostrando que el efecto de la tibolona 

sobre la producción de especies reactivas de oxígeno está influenciado por el receptor de REβ. 

  

Potencial de Membrana mitocondrial: Nuestros resultados demuestran que la estimulación del 

receptor de estrógenos beta con el agonista DPN mantuvo el potencial de membrana mitocondrial en 

las células BV-2 tras el daño con ácido palmítico; además,  este estimulo con el agonista presentó un 

efecto similar al tratamiento con la tibolona, en la cual también se observó un efecto protector sobre el 

potencial de membrana mitocondrial encontrando de nuevo un posible efecto de la tibolona mediado 

por el receptor de estrógeno beta  (p<0.01 Pal vs Pal+DPN;Figura 15C).  Por otro lado en el 

tratamiento con PPT no se observó ningún efecto significativo sobre el potencial de membrana 
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mitocondrial (p=0.8548, Pal vs Pal+PPT). Como control positivo se utilizó el CCCP un desacoplador 

de membrana. 

 

Masa Mitocondrial: En este experimento se encontró que la estimulación con DPN agonista del REβ 

en células BV-2 después del daño con ácido palmítico protegió la integridad de la composición de la 

membrana mitocondrial (p<0.0001 Pal vs Pal+DPN) (Figura 15C)  , este efecto se presentó de 

manera similar en el tratamiento con la tibolona en donde la estimulación por 12h con este esteroide 

mejoro de manera significativa la composición de la membrana mitocondrial (p<0.0001 Pal vs 

Pal+Tibo), en cuento  a el tratamiento con el agonista del REα no se evidencio un efecto protector 

sobre el parámetro evaluado (p=0.1476 Pal vs Pal+PPT) (Figura 15C). 

Los resultados presentados anteriormente en conjunto sugieren que el efecto protector de la 

tibolona está más relacionado con una actividad estrogénica asociada al receptor de estrógeno beta. 

La actividad de este receptor según la evidencia obtenida favorece la actividad mitocondrial y 

disminuye el estrés oxidativo como consecuencia de un daño metabólico.  

 

5.3.4. Caracterización de la respuesta asociada a proteínas del mecanismo antioxidante 

mediante el tratamiento con tibolona y agonistas-antagonistas de los receptores de estrógenos 

 

El tratamiento con la tibolona sobre algunos parámetros mitocondriales analizados en el modelo 

sugiere una gran influencia del componente antioxidante en el mecanismo de protección de la 

tibolona asociado al receptor de estrógeno beta; razón por la cual en esta investigación se evaluaron 

otros componentes celulares sujetos a al estrés oxidativo como lo son algunas enzimas y proteínas 

asociadas al sistema antioxidante celular. 

 

5.3.4.1 Determinación de la expresión de enzimas antioxidantes mediante el tratamiento con 

tibolona y agonistas-antagonistas de los receptores de estrógenos 

 

Como observamos anteriormente, la determinación de las especies reactivas de oxigeno H2O2 y O2
- 

en el modelo mostraron un incremento significativo en la producción del peróxido de hidrógeno 

por parte del tratamiento con la tibolona (Figura 7) luego de una exposición al palmitato. Para 

determinar si la tibolona afecta el sistema antioxidante de la célula bajo estimulo con palmitato, 
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realizamos un análisis por western blot para medir la expresión de algunas enzimas como la 

superóxido dismutasa (SOD), Catalasa y Glutatión peroxidasa (GPX-1). 

 

Se observó una reducción en la expresión de la enzima SOD en los lisados de las células expuestas 

con ácido palmítico (Carril 2, Figura 16); por el contrario, en las células tratadas con la tibolona se 

encontró un aumento significativo (p<0.01, Pal vs Pal+Tibo) en la expresión de esta enzima, y un 

comportamiento similar se evidenció en el tratamiento con el agonista (DPN) del REβ (Carril 4, 

Figura 16; p<0.001, Pal vs Pal+DPN). Adicionalmente, evaluamos el efecto del bloqueo del REβ 

sobre la acción de la tibolona y el DPN donde se observó una pérdida significativa de la expresión 

de SOD (carriles 4 y 6) (p<0.01 Pal+TIbo vs PHTTP+Pal+Tibo), (p<0.01 Pal+DPN vs 

PHTTP+Pal+DPN) (Figura 16 A). Otro componente del sistema antioxidante evaluado en el 

modelo fue la enzima catalasa, en cual su función principal es la reducción del peróxido de 

hidrogeno en agua. Se observó una disminución significativa en la expresión de esta enzima en las 

células tratadas con la tibolona  (p<0.001, Pal vs Pal+Tibo) y DPN (p<0.01, Pal vs Pal+DPN), 

respecto a las células expuestas al acido palmítico; de igual forma el bloqueo con el antagonista del 

receptor de estrógeno beta (p<0.001 PHTTP + Pal+TIbo vs + Pal+Tibo) presentó un 

Figura  16. Efecto de la tibolona en la expresión de enzimas antioxidantes en células 

sometidas a un modelo inflamatorio de ácido palmítico. Cuantificación por Western Blot 

enzimas antioxidantes en células tratadas con agonistas y antagonistas de los receptores de 

estrógenos. A. SOD, (p<0.01 Pal vs Pal+Tibo), (p<0.001 Pal vs Pal+Tibo), (p<0.01 Pal+TIbo vs 

PHTTP+Pal+Tibo), (p<0.01 Pal+DPN vs PHTTP+Pal+DPN) B. Catalasa, C. GPX-1. Carriles 

Western Blot 1. Vh, 2. Pal, 3. Pal+Tibo, 4. Phttp+Pal+Tibo, 5.  Pal+DPN, 6. Phttp+Pal+Dpn, 7. 

Pal+PPT. 
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comportamiento similar a la condición de injuria (Figura 16 B). La tercera enzima evaluada fue la 

GPX-1 con el fin de observar su expresión para determinar los cambios en el modelo en la 

producción de peróxido de hidrogeno. Los resultados sugieren una cierta similitud y tendencia a los 

datos encontrados para la enzima catalasa, pero no se observaron diferencias significativas entre los 

tratamientos (p= 0.1425, Figura 16C), por lo que este resultado no fue concluyente. 

 

Es conjunto estos resultados evidencian un claro efecto estrogénico de la tibolona asociado al REβ 

y confirman que el sistema antioxidante puede estar presente como mecanismo protector de la 

tibolona en el modelo inflamatorio inducido por acido palmítico. 

 

 

5.3.4.2 Determinación de proteínas asociadas al componente antioxidante mediante el 

tratamiento con tibolona y agonistas de los receptores de estrógenos 

 

El efecto del estrés oxidativo por parte del modelo inflamatorio es evidente, razón por la cual en 

este estudio se exploraron otros componentes celulares sujetos a efectos oxidantes. El gran 

ambiente oxidante que se desarrolla al estimular con un exceso de ácido palmítico en las células 

microglia BV-2 tiene varias consecuencias que afectan diferentes componentes celulares 

(proteínas, ADN, lípidos, etc.). Para evidenciar esto, se diseñaron diferentes experimentos, e 

inicialmente se realizó una inmunocitoquímica contra el   8- hidroxiguanosina (8-OHdG), que es un 

marcador del daño oxidativo en el material genético. Los resultados muestran que las células 

expuestas al daño con ácido palmítico tenían una mayor expresión del 8-OHdG con respecto al 

control (Figuras 17 A-B). La estimulación con tibolona disminuye significativamente en un 40% la 

expresión de 8-OHdG (Figura 17C; p<0.0001, Pal  vs Pal+Tibo). Este efecto también es imitado 

por el agonista del receptor de estrógeno beta (DPN) (Pp<0.0001, Pal vs Pal+Dpn) en el modelo 

(Figura 17D). Estos resultados demuestran el efecto protector que tiene la tibolona en el estrés 

oxidativo bajo un modelo inflamatorio y su posible mediación por la actividad del receptor de 

estrógeno beta. 
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El efecto antioxidante de la tibolona y su actividad estrogénica asociado al REβ sigue estando 

presente en el mecanismo protector del modelo inflamatorio; sin embargo el daño oxidativo 

también puede tener efectos deletéreos sobre algunas proteínas y más aún si no solo se tiene un 

ambiente rico en especies reactivas de oxigeno (ERO) sino que también  se presenta la producción 

de especies reactivas de nitrógeno (ERN); estas dos especies reaccionan formando radicales mucho 

más tóxicos y perjudiciales, que afectan significativamente la  correcta funcionalidad celular. 

Es por esta razón que paralelamente se exploró el daño oxidativo asociado al radical peroxinitrito 

(NOO-). Para desarrollar estos ensayos se realizó inicialmente la cuantificación de nitritos 

orgánicos por la prueba del reactivo de griess, donde se observó un incremento significativo 

(P<0.0001 Vh  vs Pal) en las células expuestas al acido palmítico respecto a la condición control 

(Figura 18). 

Figura  17. Efecto de la tibolona y agonista del REβ sobre la expresión del 8-

Hidroxiguanosina en células sometidas a un modelo inflamatorio de ácido palmítico La 

tibolona disminuyó la expresión del 8OHdG, con un efecto similar al presentado por el agonista de 

REβ A. Vh, B. Pal, C. Pal+Tibo, D. Pal+Dpn, E. Pal+Ppt. F. El gráfico de barras muestra la 

intensidad media de fluorescencia con marcación de 8OHdG. Las células se fotografiaron en 

aumentos de 20x. Escala 20 µm. ***(P<0.001 Vh  vs Pal), ****(P<0.0001 Pal vs Pal+Tibo).  
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 Al evaluar el papel de la tibolona en esta prueba 

se encontró que este tratamiento disminuyó 

significativamente (p<0.0001, Pal  vs Pal+Tibo), 

la producción de nitritos (Figura 18). El efecto de 

la estimulación con el  agonista del REβ presentó 

un resultado similar a la tibolona (p<0.0001, Pal 

vs Pal+Dpn), asociando una vez más la acción 

protectora al REβ.  

 

La alta producción de nitritos (NO-NO2) 

combinada con las elevadas concentraciones del 

ion superóxido que se presentan en el modelo 

celular, permiten la producción del radical 

Figura  18. Efecto de la tibolona sobre la 

producción de nitritos bajo un daño con 

ácido palmítico. El tratamiento con la 

tibolona disminuyo significativamente los 

niveles de nitritos con respecto a las células 

expuestas al ácido palmítico. ****(P<0.001 

Vh  vs Pal), (P<0.0001 P al vs Pal+Tibo). 

Figura  19. Efecto de la tibolona y agonista del REβ sobre la expresión del 3-Nitrotirosina en 

células sometidas a un modelo inflamatorio de ácido palmítico La tibolona disminuyó la 

expresión del 3-Nitrotirosina, con un efecto similar al presentado por el agonista de REβ. A. Vh, B. 

Pal, C. Pal+Tibo, D. Pal+Dpn, E. Pal+Ppt. F. El gráfico de barras muestra la intensidad media de 

fluorescencia con marcación de 3-Nitrotirosina. Las células se fotografiaron en aumentos de 20x. 

Escala 20 µm. ****(p<0.0001, Vh vs Pal), (p<0.0001, Pal vs Pal+Tibo), (p<0.0001, Pal vs 

Pal+DPN).     
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peroxinitrito, una especie altamente reactiva capaz de dañar la integridad proteica. A partir de esto 

se determinó por inmunocitoquímica la expresión del 3-Nitrotirosina, un marcador de proteínas 

nitradas como consecuencia de estas especies reactivas.  Como se observa en la figura 19, con 

respecto a la condición control (Figura 19A), el ácido palmítico (Figura 19B) incrementa 

significativamente en un 50 % (P<0.0001 Vh vs Pal) la expresión del 3-Nitrotirosina; por el 

contrario, el tratamiento con la tibolona disminuye significativamente en un 60% (p<0.0001, Pal vs 

Pal+Tibo)  la expresión (Figura 19C). 

 

Adicionalmente, las células tratadas con DPN presentaron un comportamiento similar a las tratadas 

con tibolona (p<0.0001, Pal vs Pal+DPN).  Los resultados anteriores mostraron un efecto protector 

de la tibolona sobre el daño del material genético y las proteínas como consecuencia de un 

desbalance del estrés oxidativo generado por el exceso de ácido palmítico.  

 

Otro de los componentes que se ve afectado por el incremento del estrés oxidativo son los lípidos, 

donde este proceso hace referencia a  un incremento en la degradación oxidativa de los lípidos de 

membrana celular, lipoproteínas y otras estructuras que contienen lípidos. Para evaluar esto se 

realizó una inmucitoquímica contra el 4-hidroxynonenal (4-HNE) que identifica productos 

aldehícos de la peroxidación lipídica. Se encontró que en las células respecto a la condición control 

(Figura 20A) el  ácido palmítico (Figura 20B)  incrementa  la expresión de 4-HNE 

significativamente (p<0.0001, Vh vs Pal) en un 70%, y la tibolona disminuye la expresión  de 4-

HNE alrededor de un 50% (p<0.0001, Pal vs Pal+Tibo;Figura 20C). De igual manera se presenta 

una disminución significativa al estimular el receptor de estrógenos beta con su agonista 

(p<0.0001, Pal vs Pal+DPN;Figura 20D). 
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Figura  20. Expresión de 4-Hidroxynonenal en células sometidas a un modelo inflamatorio 

de ácido palmítico durante 12 horas y posterior estimulación con tibolona y agonistas de los 

receptores de estrógenos. La tibolona disminuyó la expresión del 4-HNE, con un efecto similar al 

presentado por el agonista de REβ. A. Vh, B. Pal, C. Pal+Tibo, D. Pal+Dpn, E. Pal+Ppt. F. El 

gráfico de barras muestra la intensidad media de fluorescencia con marcación de 4-HNE. Las 

células se fotografiaron en aumentos de 20x. Escala 20 µm. **** (p<0.0001, Vh vs Pal), 

(p<0.0001, Pal vs Pal+Tibo), (p<0.0001, Pal vs Pal+DPN). 

 

El daño oxidativo puede afectar varios componentes celulares que incluyen el ADN, las proteínas y 

lípidos. En ese sentido, es posible que el mecanismo protector de la tibolona puede estar asociado a 

la expresión tanto de proteínas asociadas a mecanismos antioxidantes como a proteínas que 

disminuyen y regulan la producción de EROs. La literatura ha demostrado que proteínas como la 

neuroglobina tienen un potencial rol antioxidante y regulador de estrés oxidativo en células 

neuronales y gliales (Baez et al., 2016). Por tanto, hipotetizamos que la neuroglobina también 

podría intervenir en la disminución de estrés oxidativo en nuestro modelo. 
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5.3.4.3 Efecto de la tibolona sobre la expresión de la proteína neuroglobina en células 

sometidas al ácido palmítico y al bloqueo del receptor de estrógeno beta. 
 

 
 

A continuación, evaluamos la expresión de la proteína neuroglobina en el modelo inflamatorio 

de ácido palmítico. También evaluamos el efecto del bloqueo del REβ para determinar si a nivel 

del modelo, este influía sobre la expresión de neuroglobina y el efecto de la tibolona. 

Inicialmente se evaluó la expresión de neuroglobina por medio de inmunofluorescencia en 

células estimuladas con tibolona después de ser sometidas a un insulto con ácido palmítico. Los 

resultados muestran que la expresión de la neuroglobina con respecto al control (Figura 21A) 

disminuye significativamente  en un 30% en las células expuestas al palmitato (p<0.0001, Vh 

vs Pal;Figura 21B).  

La estimulación de las células con tibolona incrementa significativamente  en un 50% (p<0.0001, 

Pal vs Pal+Tibo) la expresión de neuroglobina (Figura 21C), y este efecto también es imitado por 

el agonista DPN del REβ (p<0.0001, Pal vs Pal+DPN;Figura 21E).  Por otro lado, el bloqueo 

del receptor de estrógeno beta disminuye significativamente un 35% la expresión de 

neuroglobina tanto en las células estimuladas con tibolona (p<0.01, Pal+Tibo vs 

PHTTP+Pal+Tibo;Figura 21D) como con el DPN  (p<0.01, Pal+DPN vs 

PHTTP+Pal+DPN;Figura 21E). 

 

Con el objeto de validar lo observado por inmunofluorescencia, se realizó la cuantificación de 

los niveles de expresión de neuroglobina en el modelo por medio de western blot. Para ello, las 

células fueron sometidas a las condiciones del modelo inflamatorio para su posterior lisado, y se 

encontró que el tratamiento con tibolona incrementa  en un 25% los niveles de expresión de 

neuroglobina en relación a la condición de daño (p<0.01, Pal vs Pal+Tibo), al igual que el 

tratamiento realizado con el agonista del REβ (p<0.01, Pal vs Pal+DPN).  Por otro lado, el 

bloqueo del REβ disminuye alrededor de un 10% la expresión de neuroglobina en las células 

tratadas con tibolona (p<0.01, Pal+Tibo vs PHTTP+Pal+Tibo;Figura 21H).   
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Figura  21. Expresión de neuroglobina en células BV-2 estimuladas con tibolona luego 

de ser sometidas a un daño con ácido palmítico. La tibolona aumentó la expresión de la 

Ngb, con un efecto similar al presentado por el agonista de REβ. A. Vh, B. Pal, C. Pal+Tibo, 

D. Phttp+ Pal+Dpn, E. Pal+Dpn. F.Phttp+Pal+Dpn, G El gráfico de barras muestra la 

intensidad media de fluorescencia con marcación de Ngb. Las células se fotografiaron en 

aumentos de 20x. Escala 20 µm. H. Cuantificación por western blot de la proteína Ngb bajo 

condiciones del modelo.  Carriles Western Blot 1. Vh, 2. Pal, 3. Pal+Tibo, 4. 

Phttp+Pal+Tibo, 5.  Pal+DPN, 6. Phttp+Pal+Dpn, 7. Pal+PPT. **** (p<0.0001, Vh vs Pal), 

(p<0.0001, Pal vs Pal+Tibo), (p<0.0001, Pal vs Pal+DPN). 
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5.4. Efecto de la tibolona sobre el componente inflamatorio en células microglia bajo un 

insulto con ácido palmítico 

 

 

5.4.1 Efecto de la tibolona sobre la expresión de citoquinas en el modelo inflamatorio de ácido 

palmítico 

 

Diferentes estudios han demostrado que la actividad estrogénica está relacionada con la 

modulación de la expresión de citoquinas tanto en astrocitos como en microglía (Machacek, 

Panska, Dvorakova, & Horak, 2016) (Xiong et al., 2011).   Con el objeto de profundizar en los 

mecanismos de acción de la tibolona y como justificación en demostrar el efecto estrogénico de la 

tibolona en nuestro modelo, se plantearon los siguientes experimentos. 

 

Se determinó la secreción de un conjunto de citoquinas en el modelo inflamatorio de ácido 

palmítico. Para tal efecto se recolectaron los sobrenadantes celulares en las condiciones estudiadas 

y fueron analizados mediante un kit de detección de citoquinas. A partir de los resultados 

obtenidos en el conjunto de citoquinas evaluadas mediante el kit colorimétrico (técnica ELISA), 

sobresalieron la secreción de las citoquinas pro-inflamatorias IL-1β, IL- 6 y TNF-α (Figuras 22 

A,B,C) y  la citoquina anti-inflamatoria IL-10 (Figura 22D). Es posible que las otras citoquinas no 

se tuvieran las concentraciones necesarias en el modelo para ser detectadas o que no están 

asociadas al modelo inflamatorio por ácidos grasos y estimulación por tibolona.  

 

Al evaluar la cuantificación de las citoquinas pro-inflamatorias, se encontró que la exposición de 

las células microglia al acido palmítico durante 12h incrementó significativamente los niveles de 

estas citoquinas. Para la IL-6 se observó un aumento considerable del 30% al compararla con el 

control (Figura 22 A). De igual manera, se destacan el TNF-α (Figuras 22 B) y la IL-1β (Figuras 22 

C). las cuales tuvieron un incremento superior al 50% en sus valores con respecto al control. Por el 

contrario, en las células estimuladas con la tibolona posterior al daño, se encontró una disminución 

del 15%   en la expresión de IL-6, del 70 % en la TNF-α y del 50% en los niveles de IL-1β   

 

 Para determinar si el efecto de la tibolona sobre la producción de citoquinas esta mediado por el 

receptor beta de estrógenos, utilizamos el antagonista del receptor de estrógenos β PHTTP. De 
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manera muy interesante se observó que la expresión de estas citoquinas aumentó en las células 

estimuladas con el PHTTP y tratadas con tibolona ( IL-6, 50%)  (TNF-α , 25%) (IL-1β, 55%) . 

Estos resultados están en coherencia con lo observado en experimentos anteriores y sugieren una 

vez más que el mecanismo de la tibolona está  asociado al receptor de estrógenos beta (Figuras 22 

A-C). 

De igual manera, en este experimento se encontró también que la estimulación con la tibolona 

incrementó en un 40 % los niveles de la citoquina IL-10, una citoquina anti-inflamatoria. Por otra 

parte, la concentración de esta citoquina en las células expuesta solo al acido palmítico se 

encontró en bajos niveles, un efecto muy similar cuando tratamos las células con el antagonista 

del receptor beta de estrógenos (Figura 22D). 

 

 

 

 

Figura  22. Efecto de la tibolona sobre el nivel de secreción de citoquinas en células expuestas 

al ácido palmítico. La tibolona disminuye la secreción de citoquinas pro-inflamatorias y aumenta la 

citoquina anti-inflamatoria (Il-10). El bloqueo del receptor de estrógeno beta aumento los niveles de 

las citoquinas. A. IL-6, B. TNFα , C. IL-1β, D. IL-10. 
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5.4.2. Efecto de la tibolona sobre la modulación de la subunidad p65 de factor de 

transcripción Kappa B (NF-κB) y su translocación al núcleo 
 

 
 

En continuación con el interés de estudiar el efecto del ácido palmítico y la estimulación con 

tibolona en la función inflamatoria, evaluamos la subunidad p65 del factor de transcripción 

Kappa B (NF-κB) el cual está asociado con la activación de una de las vías inflamatorias más 

estudiadas, la vía NF-κB. 

Para determinar la expresión de la subunidad p65 se planteó inicialmente una 

inmunocitoquímica, con la cual se pretendía observar la translocación de esta subunidad al 

núcleo y el efecto de la tibolona sobre ella. Con respecto a la condición control (Figura 23A) 

se encontró un aumento de un 50% en la expresión de la subunidad p65 en el núcleo en 

células expuestas al ácido palmítico durante 12 h (p<0.0001, Vh vs Pal;Figura 23B). Por otra 

parte, en las células tratadas con tibolona la expresión de la subunidad p65 en el núcleo se 

redujo significativamente en cerca de un 25% (p<0.0001, Pal vs Pal+Tibo;Figura 23C).  

De igual manera se realizó una curva donde se evaluaron diferentes tiempos de exposición de 

las células al acido palmítico y su correspondiente tratamiento con la tibolona (Figura 23D). 

Los resultados sugieren que la translocación de la subunidad p65 al núcleo aumenta de 

manera significativa con el incremento del tiempo. A partir de la 4h de insulto con palmítico, 

se observó como en las células estimuladas con la tibolona se disminuyó significativamente la 

translocación de la subunidad p65 al núcleo, un efecto de la tibolona que se evidenció hasta 

las 12h.  

La figura 23 D muestra en conjunto los resultados de la curva de tiempo en la translocación 

de la subunidad p65 en las tres condiciones evaluadas en el modelo inflamatorio. Mediante 

análisis de co-localización se encontró en la condición control una menor co-localización de 

p65 y Hoescht (Figura 23F) al compararlo con la condición de injuria en donde se evidenció 

una mayor localización (95%) de la subunidad p65 en el núcleo (Figura 23G). En este análisis 

también se determinó que en células estimuladas con la tibolona (Figura 23H) se disminuyó 

cerca de un 40 %el porcentaje de co-localización entre la subunidad p65 y el Hoescht. 
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5.4.3. Efecto de la tibolona y la modulación de receptor de estrógeno beta sobre la expresión 

de la subunidad p65 del factor transcripción Kappa B. 

Teniendo en cuenta el efecto de la tibolona sobre la expresión del factor de transcripción kB, 

disminuyendo su translocación al núcleo, se evaluó el mecanismo estrogénico de la tibolona 

sobre el receptor de estrógeno beta en relación a la subunidad p65 ante la estimulación con 

agonistas y antagonistas del Reβ. Los resultados del modelo sugieren una asociación entre la 

actividad de la 

Figura  23. Efecto de la tibolona sobre la translocación de la subunidad p65 de factor de 

transcripción Kappa  B.  La tibolona a partir de la 4h de daño reduce la translocación de la 

subunidad p65 al núcleo. A.  Vh, B. Pal, C. Pal+Tibo, D. Expresión de la unidad p65 a diferentes 

tiempos de exposición al ácido palmítico, E. Cuantificación del porcentaje de co-localizacion de 

p65 y Hoescht, F. Co-localización de p65 y Hoescht en Vh. G. Co-localización de p65 y Hoescht 

en Pal. H. Co-localización de p65 y Hoescht en Pal+Tibo. Las células se fotografiaron en aumento 

de 20x. Escala 20 µm. **** (P<0.0001 Vh vs Pal), (P<0.0001 Pal vs Pal+Tibo).  
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Figura  24. Efecto de la tibolona y del receptor de estrógeno beta sobre la expresión de la subunidad p65 de NF-κB.  El efecto del 

agonista de receptor de estrógeno beta (DPN) fue similar al efecto mostrado por la tibolona en el modelo, disminuyendo la expresión de 

la subunidad p65 (p<0.0001, Pal vs Pal+DPN;p<0.0001, Pal vs Pal+Tibo).  El bloqueo farmacológico del REβ incrementó la expresión 

de  p65, inhibiendo significativamente el efecto de  los tratamientos con la tibolona y el DPN **** (p<0.0001, Pal+Tibo vs 

PHTTP+Pal+Tibo)(p<0.0001, Pal+DPN vs PHTTP+Pal+DPN). 



67 
 

 

estrogénica con modulación de la expresión de la subunidad p65 del factor de 

transcripción Kappa B (Figura 24). 

Inicialmente se determinó por inmunofluorescencia el efecto del tratamiento con el agonista 

del receptor de estrógeno beta (DPN), y se observó una disminución significativa de la 

expresión de p65 (P<0.0001 Pal vs Pal+DPN), con un comportamiento similar a las células 

expuestas a la tibolona (p<0.0001, Pal vs Pal+Tibo). Al realizar el bloqueo del receptor beta 

de estrógenos se encontró un aumento significativo del 40% en la expresión de p65 para los 

tratamientos de la tibolona y DPN (p<0.0001, Pal+Tibo vs PHTTP+Pal+Tibo;p<0.0001 

Pal+DPN vs PHTTP+Pal+DPN;Figura 24).  

Para validar los resultados encontrados anteiormente, se realizó la cuantificación de la 

expresión de la subunidad p65 y una proteína reguladora que inhibe NF-kappa-B (IkB)  

mediante western blot, bajo las condiciones del modelo inflamatorio.  

Se encontró que la tibolona redujo la expresión de p65 al igual que el tratamiento con el 

agonista del REβ con respecto a las células expuestas al ácido palmítico (p<0.001, Pal vs 

Pal+Tibo;p<0.01, Pal vs Pal+DPN; Figura 25A). En coherencia con los anteriores 

resultados, en los lisados de los tratamientos que fueron sometidos al bloqueo del receptor de 

estrógenos, la expresión de p65 aumentó significativamente en un 20% (p<0.01, Pal+Tibo vs 

PHTTP+Pal+Tibo;p<0.001 Pal+DPN vs PHTTP+Pal+DPN;Figura 25A). En cuanto a la 

Figura  25. Efecto de la tibolona en la expresión de la subunidad p65 de NF-κB e IkB 

en células sometidas a un modelo inflamatorio de ácido palmítico. Evaluación por 

western blot A. Cuantificación de la expresión de p65, B. Cuantificación de la expresión de 

IkB. Carriles Western Blot 1. Vh, 2. Pal, 3. Pal+Tibo, 4. Phttp+Pal+Tibo, 5.  Pal+DPN, 6. 

Phttp+Pal+Dpn, 7. Pal+PPT. ** (p<0.001, Pal vs Pal+Tibo) * (p<0.01, Pal vs Pal+DPN)  
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expresión de la proteína IkB, en las células estimuladas con la tibolona y el DPN se observó 

una mayor expresión (p<0.01, Pal vs Pal+Tibo;p<0.01, Pal vs Pal+DPN). P or el contrario, 

la exposición al ácido palmítico redujo esta proteína (p<0.01, Vh vs Pal;Figura 25B). De 

igual manera al ensayo anterior se evaluó el efecto de la tibolona y el DPN en células bajo 

un bloqueo farmacológico del REβ, y los resultados demuestran que la expresión de IkB en 

estos tratamiento disminuyó significativamente (p<0.01, Pal+Tibo vs 

PHTTP+Pal+Tibo;p<0.001, Pal+DPN vs PHTTP+Pal+DPN;Figura 25B). Por lo tanto, estos 

resultados en conjunto sugieren que la regulación de esta vía inflamatoria puede estar 

mediada por la tibolona y su posible acción estrogénica a través del receptor de estrógeno 

beta. 
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6. DISCUSIÓN 

 

6.1. Efecto del ácido palmítico sobre el modelo microglial 

 

En la primera parte del estudio nuestro interés fue la caracterización del modelo inflamatorio y 

el efecto que pudiera presentar el palmitato sobre el mismo. Se recopiló evidencia en relación 

a la viabilidad, la condensación nuclear y el funcionamiento mitocondrial. 

Como se mostró en resultados, fue evidente que el incremento de las concentraciones de 

palmitato representó una influencia sobre la viabilidad de las células BV-2 (Figura 1). El 

descenso en la viabilidad puede verse explicado tanto por desequilibrios metabólicos (en el 

transporte de ácidos grasos a la mitocondria) como a la activación de vías de transducción de 

señales. De acuerdo a la caracterización de la viabilidad el mecanismo de muerte puede estar 

asociado a dos aspectos fundamentales: 1) el funcionamiento mitocondrial (evidenciado por la 

prueba MTT) y 2) alteraciones en conformación de la membrana celular y el núcleo 

(evidenciado en la prueba IP y de condensación nuclear) (Tracy et al., 2013). Por otro lado, 

con el objeto de describir más en detalle la disfunción mitocondrial, la evidencia presentada 

mostró que el palmitato incrementaba considerablemente la producción de especies reactivas 

de oxígeno lo cual puede ser consecuencia de desequilibrios antioxidantes y del descenso del 

ATP celular y mitocondrial. Lo anterior es asociado con los resultados presentados en cuanto 

que el radical superóxido y el radical peróxido se incrementaron por efecto deletéreo del 

palmitato (Haslund-Vinding, McBean, Jaquet, & Vilhardt, 2016).  

 

El proceso de oxidación de ácidos grasos aumenta la proporción de acetilcoenzima 

A/coenzima A y NADH/NAD+ en la mitocondria, lo cual inactiva la enzima piruvato 

deshidrogenasa (Randle et al., 1963), que llevará a  disminuir la síntesis de Acetil-CoA, 

causando  la acumulación de citrato. Por su vez, la fosfofructocinasa, que es una enzima 

inhibida por el citrato, conllevará a un aumento de la glucosa-6-fosfato, y este aumento 

incrementará la síntesis de glucógeno y la inhibición de la hexocinasa, teniendo como 

resultado la disminución de  la captación de glucosa (Gong et al., 2016). Un exceso de ácidos 
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grasos en la célula sugiere un inicio de una β-oxidación alterna para intentar equilibrar el 

metabolismo celular. El problema de este mecanismo es que no puede sostenerse de manera 

indefinida, por lo tanto, estos ácidos grasos entraran en vías metabólicas alternativas 

desencadenando fallos en diferentes compartimientos celulares (Biagini et al., 2012).  La 

literatura sugiere algunas vías que pueden afectarse por esta desregulación metabólica. Por 

ejemplo, el incremento de la actividad de la Serina palmitoil transferasa aumentando la 

condensación de la palmitoil coenzima A y Serina para formar dihidroesfingosina, como el 

primer paso para la síntesis de novo de ceramida, la formación excesiva de ceramida junto con 

una baja expresión de la molécula antiapoptótica Bcl2 contribuyen al inicio procesos 

apoptóticos celulares (Unger, 2002). La acumulación de metabolitos derivados de la síntesis 

de ceramida y otros derivados del catabolismo de los AG desencadena una red de señalización 

entre el retículo endoplasmático, el núcleo celular y la mitocondria (Lei et al., 2016). La 

mitocondria es el  principal compartimento celular afectado por los ácidos grasos, donde el 

aumento de la β-oxidación mitocondrial, la inducción del citocromo P450 y la infiltración 

leucocitaria tienen como consecuencia la generación de estrés oxidativo y  radicales libres de 

nitrógeno (Susin, Zamzami, & Kroemer, 1998). Nuestros resultados demuestran que la 

acumulación crónica de eventos perjudiciales sobre el núcleo, membrana y mitocondria 

desembocó en un descenso significativo de la viabilidad celular a las 12 horas en donde cerca 

del 50% de la población celular fue afectada. Por tanto, a partir del efecto evidenciado por la 

concentración de palmitato en el modelo, nos encaminamos a dilucidar el mecanismo de 

muerte de las células BV-2 y su relación con la respuesta inflamatoria.  

 

6.2. Efecto de la tibolona sobre la respuesta de las células BV-2 al ácido palmítico  

 

Uno de los objetivos planteados en el presente estudio establece anteponer a la condición de 

daño una estrategia hormonal sintética para revertir los efectos deletéreos del palmitato sobre 

el modelo. La literatura actual describe a los efectores estrogénicos como el estradiol como 

moléculas con función anti-inflamatoria y pro-supervivencia (Bowling et al., 2014). Sin 

embargo, el espectro terapéutico de las moléculas estrogénicas es limitado por ser también 
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potenciales promotores de enfermedades vasculares y cáncer en diferentes tejidos blanco  

(Gajulapalli, Malisetty, Chitta, & Manavathi, 2016). El desarrollo de moléculas estrogénicas 

selectivas como los SERM y los STEAR han permitido abrir las fronteras terapéuticas de las 

vías estrogénicas ante diferentes tipos de injuria. La tibolona es una molécula de la familia de 

los STEAR que fue seleccionada por ser una potencial molécula que tiene blanco sobre los 

receptores de estrógeno, andrógeno y progestágeno (Gambacciani & Levancini, 2014). Esta 

molécula ha sido estudiada en los últimos 20 años y se han descrito interesantes efectos 

protectores en modelos in vivo e in vitro (Formoso et al., 2016).   

Para el caso de nuestro estudio la tibolona demostró tener un efecto protector sobre la 

viabilidad en condiciones posteriores a la injuria de palmitato, aspecto que resulta ser muy 

prometedor en términos terapéuticos. La protección de la tibolona en nuestro modelo se 

extiende a la protección y estabilidad de la membrana celular (efectos protectores 

significativos en la prueba de IP), a la disminución de la fragmentación nuclear (lo cual es un 

indicativo anti-apoptótico) y a proteger la función mitocondrial mediante la disminución de la 

producción de especies reactivas y preservando la masa mitocondrial.  

La función mitocondrial está determinada por la actividad de la cadena de transporte de 

electrones, cuya función radica en la salida de protones desde la matriz mitocondrial al espacio 

intermembranal, cuya función final es la de establecer un potencial electroquímico que será 

utilizado para la síntesis de ATP (Turakulov Ia, Gainutdinov, Salikhov, Gizatullina, & Lavina, 

1976). Una falla en este potencial indica  la  ausencia  de  metabolitos  energéticos  necesarios 

para la síntesis de NADH o FADH2 que son utilizados como donadores en  la cadena de 

transporte (Beauvoit & Rigoulet, 2001). El comportamiento del potencial de membrana 

mitocondrial durante el daño suministró información valiosa sobre la viabilidad celular.  Los 

datos evidenciaron que  el  potencial  comienza  a  alterarse significativamente a partir de las  

6 horas de inicio del daño (Figura  3), manteniendo este comportamiento hasta 12 horas 

(máximo tiempo evaluado). El primer tiempo evaluado fue de 3h de insulto y en este no se 

encontró una pérdida significativa del potencial de membrana. Esto podría ser explicado 

debido a la alteración metabólica, que conlleva un incremento de la producción de ATP por 

parte de la mitocondria, y paralelamente esta desregulación aumenta la producción de especies 
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reactivas, y esto coincide con lo observado en el incremento de las especies reactivas de 

oxígeno (Linsinger, Wilhelm, Wagner, & Hacker, 1999). 

La red mitocondrial es un compartimiento crítico para la supervivencia celular y el desarrollo, 

debido su gran función como lo es la proporción de la energía celular. Es un actor principal en 

la producción de especies reactivas y regula la muerte celular apoptótica (Kuznetsov, 

Margreiter et al. 2011, Perry, Norman et al. 2011). Un daño metabólico afecta directamente la 

función mitocondrial (Susin et al., 1998), interfiriendo con la cadena de transporte de 

electrones y contribuyendo con la pérdida del potencial de membrana mitocondrial y la 

generación de ATP. Por tanto, hipotetizamos que los efectos protectores de la tibolona podrían 

explicarse debido al mantenimiento del potencial de membrana mitocondrial. Los resultados 

mostraron que la tibolona preservaba el potencial de membrana mitocondrial en células bajo 

estimulo con ácido palmítico (Figura 9). Además, los resultados mostraron una reducción de la 

fragmentación nuclear en células sometidas a daño, lo cual fue un indicativo de que los 

procesos apoptóticos iniciados por la disminución crítica de energía fueron atenuados por el 

tratamiento con tibolona (Figura 6). La tibolona demostró ser por tanto una molécula 

promisoria para nuestro modelo, sobre la cual planteamos diversas hipótesis acerca de su 

mecanismo de acción sobre el modelo inflamatorio. 

 

6.3 Mecanismo de acción de la tibolona sobre el modelo inflamatorio con palmitato 

 

La modulación de la activación microglial es un proceso fundamental para la mediación de 

procesos inflamatorios frente a diferentes condiciones degenerativos o de daño que permite la 

recuperación del tejido neuronal (Perry et al., 2010). De igual manera, como se ha descrito 

anteriormente en condiciones de daño como la obesidad (ácidos grasos libres), se presenta un 

incremento en los procesos neuroinflamatorios al igual que una disminución significativa en 

los niveles de estrógenos. Estas alteraciones en los  niveles de estrógenos pueden desregular el 

metabolismo de estos ácidos grasos contribuyendo a la ganancia de peso, como también a 

aumentar la susceptibilidad para el  desarrollo de enfermedades neurodegenerativas . Es por 

ello que se ha buscado una terapia de suplementación estrogénica evaluando una gran cantidad 
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de moléculas se logren disminuir o modular de alguna manera la reactividad celular cerebral 

(Bhardwaj et al., 2015), entre estos compuestos se encuentran moléculas que presenta una 

acción estrogénica protectora en el tejido nervioso como el estradiol, los moduladores 

selectivos de los receptores de estrógenos (SERM) y los reguladores de la actividad 

estrogenica tejido especifica (STEAR) (Hill, Crider, & Hill, 2016) (Barreto et al., 2009).   

Los resultados de este estudio encontraron que la tibolona mejora significativamente la 

viabilidad celular, reduce la producción de especies reactivas y preserva la funcionalidad 

mitocondrial, así como que también mantiene la integridad del material genético y protege 

proteínas sujetas a un alto estrés oxidativo en células microglia BV-2 expuestas al ácido 

palmítico. De acuerdo a lo descrito por Kloobstoer, el metabolismo de la tibolona origina 

metabolitos secundarios que son efectores de los receptores de estrógeno, andrógeno y 

progestágeno (Kloosterboer, 2004b). Particularmente los metabolitos de efecto estrogénico 

son los más representativos en la respuesta de la tibolona (Escande et al., 2009). La actividad 

estrogénica de los metabolitos de la tibolona podrían explicar varias de estas funciones 

protectoras, y más aún como se ha demostrado en este estudio en donde la actividad de la 

tibolona ha sido muy similar a la acción del agonista del REβ (DPN). Una gran cantidad de 

investigaciones han reportado que tanto la activación del REα como el REβ contribuyen en 

mecanismos neuroprotectores en el tejido cerebral (Garcia-Segura et al., 1999) (Tskitishvili et 

al., 2017) (Borahay et al., 2016). Los receptores desencadenan la activación de diferentes 

factores de trascripción asociados a algunas vías de señalización, a partir de su mecanismo 

genómico como no genómico (Huang et al., 2015), además tienen un rol fundamental en la 

regulación de la respuesta neuroinflamatoria en el sistema nervioso (Govind & Thampan, 

2003). Se ha encontrado que la activación del REβ participa en la actividad protectora de 

moléculas como el estradiol frente a una variedad de daños como la hipoxia, la privación de 

glucosa, el estrés oxidativo y la toxicidad por péptidos beta amiloide (De Marinis et al., 2013) 

(Avila-Rodriguez et al., 2016). Estos reportes están en concordancia con nuestros resultados 

en donde la actividad estrogenica de la tibolona protege la viabilidad celular, la función 

mitocondrial y redujo el estrés oxidativo de las células en el modelo inflamatorio. El agonista 

del receptor beta de estrógenos imitó de manera muy similar el efecto protector de la tibolona 

(Figura 11-15).  Al evaluar la acción del agonista del receptor alfa no presentó ningún efecto 
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sobre los parámetros evaluados del modelo. Adicionalmente, el tratamiento con PHTTP 

(antagonista del receptor de estrógeno beta) redujo en un 60 % (Figura 12A) el efecto 

protector de la tibolona, así como también el efecto del DPN, sugiriendo la acción  de la 

tibolona sobre el REβ.  El efecto de la acción del REα no fue significativo en el modelo en 

estudio, siendo el efecto de la tibolona más pronunciado al activarse el REβ. Diferentes 

estudios han demostrado en células gliales que bajo  condiciones de daño como la hipoxia y la 

privación de glucosa incrementan la expresión del REβ  en el núcleo como también en 

diversos compartimientos celulares como la mitocondria (Al-Bader, Malatiali, & Redzic, 

2011). Otros estudios han observado una pérdida del potencial  de membrana mitocondrial en 

neuronas primarias hipocampales las cuales presentaban un silenciamiento (knockout) del REβ 

(Rzemieniec et al., 2015). Para el caso de nuestro estudio, los resultados sugieren que los 

efectos de la tibolona se desarrollan sobre el receptor beta, principalmente porque la línea BV-

2 expresa predominantemente este receptor (ver evidencia en la expresión por Western Blot 

Figura 13 

 

Debido a que los metabolitos producto del metabolismo de la tibolona también ejercen efectos 

sobre los receptores de andrógeno y progestágenos, hipotetizamos la posibilidad de detectar un 

efecto sobre estos receptores. Sin embargo, según la evidencia encontrada no hay una 

participación activa de estos receptores sobre el efecto de la tibolona en el modelo (Figura 14). 

Compilada esta evidencia, emulamos la actividad del receptor beta sobre los parámetros 

descritos anteriormente, observándose que el efecto protector sobre la viabilidad y la función 

mitocondrial está ligada a la activación del receptor beta en el modelo (Figura 15). 

La tibolona preserva la viabilidad de las células en el modelo estimulado por palmitato, por 

otro lado, disminuye la producción de especies reactivas de oxígeno (tanto la fracción de 

peróxido como la de superóxido) y protege el funcionamiento de la mitocondria mediante la 

conservación del potencial de membrana y masa mitocondrial. Parte de estas respuestas son 

explicadas en la literatura en otros modelos. Por ejemplo, Ávila y colaboradores (Avila 

Rodriguez et al., 2014), (Simpkins & Dykens, 2008) demostraron que en un modelo 

astrocitario de privación de glucosa estimulado por tibolona, las células exhibían 

características similares de protección disminuyendo la producción de ROS y la condensación 
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nuclear y preservando el potencial de membrana mitocondrial. En ese mismo estudio se 

demostró que los efectos protectores de la tibolona estaban asociados a la activación selectiva 

del receptor de estrógeno beta.   

6.4. Respuesta del modelo estimulado con tibolona en la expresión de proteínas de efecto 

antioxidante   

 

En principio evaluamos la expresión de las proteínas SOD, catalasa y GPX-1 a nivel basal, 

bajo estímulo con palmitato y tratadas con tibolona observándose una expresión significativa 

de SOD en respuesta a la estimulación con tibolona (Figura 16). SOD es una enzima mutasa 

que inicia la reorganización de los átomos en una molécula y su función primaria es convertir 

al radical libre superóxido (O2
-) en peróxido de hidrógeno, un radical libre menos dañino 

(Ishihara, Takemoto, Itoh, Ishida, & Yamazaki, 2015). Entre los radicales libres, el superóxido 

es el más tóxico y peligroso (Javed, Azimullah, Abul Khair, Ojha, & Haque, 2016), que tiende 

a reequilibrarse así mismo rápidamente creando más superóxidos con el potencial de causar 

mucho más daño. La especie reactiva de oxígeno ha sido asociada con toda clase de 

enfermedades degenerativas, artritis, cáncer, la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de 

Parkinson(O. Hwang, 2013). Así como también actualmente es aceptado en la literatura la 

fuerte relación de la producción de especies reactivas de oxígeno y el desarrollo de efectos 

inflamatorios en las células particularmente los astrocitos y la microglía (Yuan et al., 2014).  

Varios estudios demuestran por otro lado la relación entre el incremento de la producción de 

EROs en modelos estimulados con palmitato (Tracy et al., 2013) (Little, Madeira, & Klegeris, 

2012). Nosotros por primera vez demostramos en nuestro modelo estimulado por palmitato 

que la tibolona tiene la capacidad de disminuir el desbalance oxidante mediante la expresión 

significativa de la enzima SOD, lo cual potencialmente puede repercutir en una disminución 

de la respuesta inflamatoria como es demostrado por modelos similares (Maloney et al., 2009) 

(Michalska, Wolf, Walther, & Newsholme, 2010). 

Una vez determinada la participación de la enzima SOD, hipotetizamos que las EROs 

producidas también podrían afectar otros componentes celulares como el núcleo y los lípidos y 

que esta afectación deletérea podría terminar afectando la viabilidad y desencadenando efectos 
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inflamatorios en nuestro modelo (L. Wang et al., 2015). Por tanto, evaluamos el daño en el 

ADN, los lípidos y las proteínas celulares.  El 8- OHdG es una forma oxidada de la guanina y 

es considerada como el mayor inductor de daño oxidativo al ADN, que causa mutaciones de 

transversión de A:T a C:C o G:C a T:A, debido a su apareamiento con adenina o citosina 

(Kroese & Scheffer, 2014; Valavanidis, Vlachogianni, & Fiotakis, 2009). Por un lado, estas 

concentraciones elevadas podrían implicar una mayor exposición a especies reactivas de 

nitrógeno, mientras que por el otro podría indicar la presencia de un sistema de reparación 

completa del ADN que ha sido capaz de mitigar el daño (Moslemnezhad, Mahjoub, & 

Moghadasi, 2016). De manera interesante, hallamos que el palmitato incrementaba 

significativamente el daño en los ácidos nucleicos como un daño colateral asociado al 

incremento de EROs derivado del exceso de palmitato.  La tibolona pudo revertir los efectos 

de la hidroxilación en el material genético, probablemente el aumento en la expresión de la 

enzima SOD y su capacidad de reducir la producción de las especies reactivas de oxigeno 

responsables de estos procesos oxidativos podrían explicarlo. Lo anterior es apoyado por 

nuestros resultados  y la literatura  (Sobocanec et al., 2015). La evidencia suministrada 

demostró que el modelo inflamatorio incrementó el daño en el ADN, el cual fue disminuido 

mediante el uso de la tibolona y el agonista del receptor de estrógeno beta DPN (Figura 17).  

El efecto antioxidante de la tibolona y su actividad estrogénica asociado al REβ sigue estando 

presente en el mecanismo protector del modelo inflamatorio; sin embargo, el daño por otras 

especies también puede tener efectos deletéreos sobre algunas proteínas.  Las especies 

reactivas de nitrógeno también tienen un papel importante en los procesos inflamatorios. El 

óxido nítrico (NO) se sintetiza a partir de la L-arginina por la acción de la enzima óxido 

nítrico sintasa (NOS) (S. Shi et al., 2016). La isoforma óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) 

se ha identificado en diferentes tipos celulares del sistema nervioso como astrocitos, microglía, 

neuronas, células del músculo liso y endotelio vascular (Abbasi Habashi, Sabouni, Moghimi, 

& Ansari Majd, 2016). La actividad de esta enzima está determinada por mediadores 

inflamatorios, provocando incrementos significativos en la concentración de NO que 

contribuyen de forma importante a la progresión del daño cerebral (Yadav, Rai, & Singh, 

2016). El NO producido en grandes cantidades reacciona con el ión O2
-, dando como producto 

el  anión peroxinitrito (ONOO-), que  presenta una alta capacidad oxidante, produciendo entre 
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otros efectos peroxidacion lipídica, nitración de grupos tirosina, oxidación y nitrosilación de 

grupos sulfidrilo y rotura del ADN (Scheschowitsch, de Moraes, Sordi, Barja-Fidalgo, & 

Assreuy, 2015). El NO también inhibe enzimas antioxidantes como el glutatión peroxidasa y 

la citocromo c oxidasa que se encuentra a nivel mitocondrial, alterando la cadena respiratoria 

(Blum et al., 2015). La inhibición de la cadena respiratoria mitocondrial hace que se reduzca la 

producción de ATP (Hurtado et al; 2007). 

Partiendo de lo anterior se exploró el daño  asociado al radical peroxinitrito (NOO-), en este 

estudio se encontró un incremento en la concentración de nitritos orgánicos  por parte  de la 

estimulación con ácido palmítico  a partir de sus cuantificación por la prueba de Griess, al 

evaluar el papel de la tibolona en esta prueba se encontró que este tratamiento disminuyó 

significativamente la producción de esta especie reactiva (Figura 18),  de igual manera el 

tratamiento con  el  agonista del REβ presento un resultado similar a la tibolona, asociando la 

acción protectora al REβ. Al encontrar una alta producción de NO  y teniendo en cuenta 

también las altas concentraciones de ion superóxido que se presentan en las células expuestas 

al acido palmítico, se  sugiere la presencia del radical peroxinitrito, una especie altamente 

reactivas capaz de dañar la integridad proteica (Scheschowitsch et al., 2015), para evaluar esto 

se determinó la expresión del 3-Nitrotirosina, un marcador de proteínas nitradas, en el cual la 

incorporación del grupo nitro al anillo fenólico de la tirosina produce cambios en ciertas 

propiedades del aminoácido (Batthyany et al., 2016). Como consecuencias de la nitración de 

tirosina, pueden presentarse tres efectos principales sobre la función de las proteínas, 1. Que 

no ocurran efectos en la función de la proteína, 2. Que ocurra una pérdida de función y 3. Que 

se presente una ganancia de función. Un ejemplo es la inactivación de la MnSOD por nitración 

de un residuo de tirosina clave de la misma (Radi, 2013).  El ácido palmítico incremento la 

expresión del 3-Nitrotirosina (Figura 19B), y el tratamiento con la tibolona disminuye 

significativamente la expresión (Figura 19C), las células tratadas con DPN presentaron un 

comportamiento similar a las tratadas con tibolona, la disminución de la presencia de proteínas 

que contienen 3- nitrotirosina por parte de la tibolona resulta convirtiendo a esta molécula, 

como una potencial estrategia terapéutica en varias patologías cerebrales.  

Otro de los componentes que se ve afectado por el incremento del estrés oxidativo son los 

lípidos, este proceso hace referencia a   un incremento en la degradación oxidativa de los 
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lípidos de membrana celular, lipoproteínas y otras estructuras que contienen lípidos. Para 

evaluar esto se realizó una inmucitoquímica contra el 4-hidroxynonenal (4-HNE) que 

identifica productos aldehicos de la peroxidacion lipídica, nuestros resultados muestran que en 

las células sometidas al acido palmítico la expresión de 4-HNE incrementa significativamente 

respecto a la condición control ( Figura 20 A-B), la tibolona disminuye la expresión  de 4-

HNE alrededor de un 50 % (Figura 20C), de igual manera se presenta una disminución 

significativa al estimular el receptor de estrógenos beta con su agonista. 

Para nuestro modelo fue evidente que la tibolona tiene una alta capacidad antioxidante que le 

permite a la célula disminuir la producción de ROS y por otro lado mostrar menos afectación 

por parte de estas especies al ADN, las membranas y las proteínas, cada uno de estos 

componentes es vital para el funcionamiento celular. 

 

6.4.1 Efecto de la tibolona sobre la expresión de la proteína neuroglobina en células 

sometidas a ácido palmítico 

 

Los resultados del estudio han encontrado el papel protector de la tibolona sobre el estrés 

oxidativo, cuando redujo los niveles de especies reactivas de oxígeno, especies reactivas de 

nitrógeno, así como también evitando un daño sobre el material genético y algunas 

modificaciones proteicas que contribuyen a la protección celular como consecuencia del daño 

con ácido palmítico. También se observó una asociación entre el mecanismo de la tibolona 

con la activación del receptor de estrógeno beta determinado a través del tratamiento 

farmacológico con agonistas y antagonistas del receptor.  Estudios recientes han descrito que 

la proteína neuroglobina podría contribuir al mecanismo protector sobre el estrés oxidativo y 

además está regulada por la activación del REβ (Avila-Rodriguez et al., 2016), una proteína 

reportada con una acción protectora tanto células glía como también en neuronas (Baez et al., 

2016) (De Marinis et al., 2013) 

 

Debido a estas características particulares, se quiso determinar la posibilidad de que la 

neuroglobina estuviera involucrada en las funciones protectoras de la tibolona en células del 
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modelo inflamatorio (Ascenzi et al., 2016). Los resultados encontrados mostraron una pérdida 

significativa en la expresión de Ngb 1 en la células sometidas al ácido palmítico con respecto 

al control, pero por el contrario el tratamiento con tibolona incremento la expresión de 

neuroglobina posterior al daño. Teniendo en cuenta anteriores resultados y algunas de las 

funciones de la  neuroglobina como la participación  en la desintoxicación celular, la 

inhibición de la apoptosis y el mejoramiento de la funcionalidad mitocondrial (Sandhir, 2014), 

así como también su capacidad de detectar y almacenar oxígeno y actuar como un efector en la 

transducción de señales (Burmester & Hankeln, 2004),  se podría sugerir la participación 

activa de la neuroglobina en el efecto de la tibolona sobre  la reducción del estrés oxidativo en 

el modelo. Investigaciones previas han determinado que la neuroglobina tiene la potencialidad 

de ser una molécula señalizadora de hipoxia, eliminadora de radicales libres o con capacidad 

NADH oxidasa que permite sostener el glicólisis anaerobio (Anselmi, Brunori, Vallone, & Di 

Nola, 2007)). Adicionalmente, experimentos de fotoactivación de NADH/FMN que inducen 

un estado reductor en  la  neuroglobina,  sugieren  que  esta  proteína  participa  en  la  

eliminación  de  radicales  de oxígeno, principalmente mediante una reacción con el óxido 

nítrico NO formando radical peroxinitrito y estabilizándose en nitrito (Hua, Antao, Corbett, & 

Witting, 2010). El anterior mecanismo sugiere un rol protector de la neuroglobina en la 

regulación de especies muy reactivas como lo es el peroxinitrito (DellaValle, Hempel, 

Kurtzhals, & Penkowa, 2010). Otros estudios extienden la función de la neuroglobina con la 

neuroinflamación, en modelos de astrocitos primarios estimulados con lipopolisacáridos LPS 

o en modelos in vivo posterior al daño cerebral, los niveles de neuroglobina se incrementan 

significativamente (De Marinis et al., 2013). 

 

El efecto protector de la tibolona lo hemos asociado a la activación del receptor de estrógeno 

beta, al evaluar la expresión de la Ngb 1 en células tratadas con el agonista del REβ se 

evidencio un comportamiento similar a la tibolona, por el contrario, el bloqueo con el 

antagonista del REβ redujo significativamente la expresión de la neuroglobina en los 

tratamientos con la tibolona y con el DPN. Este hallazgo sugiere que la tibolona incrementa la 

expresión de la neuroglobina por un mecanismo que involucra el REβ. Reciente evidencia 

indica que la neuroglobina interactúa tanto con el canal dependiente de voltaje VDAC y la 
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proteína Cyc1 en el poro de transición de permeabilidad mitocondrial (Yu, Zhang et al. 2015). 

Esta última evidencia podría explicar que una modificación en la expresión de neuroglobina 

interferiría directamente con la función mitocondrial.  Ademas, De Marinis y colaboradores 

demostraron que la regulación al alta de neuroglobina secuestra el citocromo c (en un modelo 

de inducción de apoptosis por peróxido de hidrógeno) en células de neuroblastoma (De 

Marinis et al., 2013). Futuros experimentos in vivo se requieren para confirmar los hallazgos 

presentados en esta parte del estudio. Por otro lado, también es necesario determinar si el 

mecanismo protector mediado por la relación ERβ/Ngb1 inducido por la tibolona involucra 

efectos directos de estas moléculas en la mitocondria.  

 

6.5 Respuesta inflamatoria del modelo a la estimulación con palmitato y tratamiento con 

tibolona 

 

El desarrollo de procesos inflamatorios como consecuencia de lesiones traumáticas o 

desordenes metabólicos entre otras, condicionan la respuesta celular frente a la condición del 

daño. Algunos de los componentes celulares del sistema nervioso como los astrocitos y la 

microglia tienen la capacidad de ejercer respuestas inflamatorias que incluyen la secreción de 

citoquinas, quemoquinas, activación de factores de transcripción, factores de crecimiento y 

moléculas moduladoras como las caspasas, NLRP3 y Aim2 (Garedew et al., 2010; Heese et 

al., 1997).  Por lo tanto, la modulación de esta respuesta inflamatoria podría contribuir a 

mejoras muchos de estas problemáticas (Leszek et al., 2016).  La permeabilidad de la barrera 

hematoencefalica por parte de los ácidos grasos libres y el reconocimiento de estos por el 

componente celular del sistema nervioso desencadenan la activación de factores inflamatorios 

(Sandu et al., 2015).  La degradación metabólica de estos ácidos grasos comprende la 

alteración de las funciones celulares, provocando cambios en el metabolismo que finalizan con 

la desregulación de procesos metabólicos y la producción de moléculas toxicas para la célula, 

que exacerban aún más el proceso inflamatorio (Unger, 2002). La microglia es la célula 

encargada en gran parte de regular estos procesos inflamatorios en el sistema nervioso, su 

actividad inmunológica permite modular su respuesta  a través de su espectro de activación 

(Perry et al., 2010), por un lado aumentando la secreción de mediadores inflamatorios  que  
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incrementaran a un más el daño (Lanussa et al., 2016),  así  como también la secreción de 

moléculas anti-inflamatorias, esta condición es dependiente del ambiente cerebral, el tipo y 

alcance de la estimulación, la distribución espacio-temporal y el envejecimiento(Ganter et al., 

1992). La respuesta inflamatoria puede ser modulada por diversos factores o moléculas, entre 

las que se encuentran las hormonas esteroideas, como el estradiol o los SERM (Arevalo et al., 

2015). Diversas investigaciones han demostrado como la respuesta estrogénica está implicada 

en la regulación de la inflamación (Corrigan et al., 2016). En nuestros resultados encontramos 

como la tibolona tiene un efecto sobre la secreción de mediadores inflamatorios como las 

citoquinas a través de la activación de la respuesta estrogenica. En las células insultadas con el 

ácido palmítico  se evidencio un incremento en las concentraciones de Interleuquinas 1β (IL-

1β) y 6 (IL-6), como también del factor de necrosis tumoral (TNF-α), estos resultados son 

coherentes con lo reportados anteriormente por (Tracy et al., 2013),  donde encontraron que el 

ácido palmítico en células microglia aumentaba los niveles  de ARNm de citoquinas pro-

inflamatorios como IL-1β, IL-6 y  TNF-α, así como también reportaron un aumento en la 

producción y secreción de estas citoquinas. Con relación a nuestros resultados, observamos 

que la tibolona redujo significativamente las concentración de citoquinas. En las células 

estimuladas con el antagonista y posterior tratamiento con la tibolona se incrementó 

notablemente la concentración de estas tres citoquinas, sugiriendo que la respuesta estrogenica 

regula los procesos inflamatorios.  Estudios en astrocitos han demostrado que la estimulación 

con SERM disminuyó la secreción de citoquinas como la IL-6, IP-10 y el TNFα, 

disminuyendo la reactividad astrocitaria indicando el papel regulador de la actividad 

estrogénica sobre la inflamación (Guida & Stewart, 1998) (Arevalo et al., 2012). Por otra parte 

evaluamos la secreción de la interleuquina 10 (IL-10) una citoquina reportada con una acción 

anti-inflamatoria (Zhu, Chen, Liu, Peng, & Qiu, 2015), Encontramos que ante el insulto con 

palmitato sus niveles son inferiores con respecto a la condición control,  pero por el contrario 

en la células estimuladas con la tibolona se observó un aumento muy marcado en producción 

de esta citoquina, y  el bloqueo del REβ inhibe notablemente el efecto de la tibolona sobre el 

modelo inflamatorio. Ladeboer y colaboradores reportaron  que la IL-10  secretada por la 

microglia activa modula la respuesta inflamatoria, como también inhibe la expresión de la IL-

1β (Ledeboer et al., 2002). Otros estudios encontraron que la IL-10  juega un papel crucial en 
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la regulación inflamatoria y la respuesta inmune del sistema nervioso  central, a través de su 

regulación después de varios insultos como la excitotoxicidad y lesión traumática cerebral 

(Villacampa et al., 2015). En conjunto estos resultados  podrían dilucidar el efecto protector 

que tiene la tibolona y su actividad estrogenica sobre los procesos inflamatorios. Nuestros 

resultados sugieren que el ácido palmítico  puede activar la microglia a un estado pro-

inflamatorio, además de una aumento significativo de la secreción de citoquinas pro-

inflamatorias (IL-1β, IL-6 y  TNF-α). Partiendo de lo anterior quisimos indagar acerca del 

mecanismo de señalización intracelular que precede a la liberación de estos mediadores 

inflamatorios en la microglia activa, por lo que se determinó evaluar la expresión del factor de 

transcripción Kappa B (NF-kB) y su translocación al núcleo. 

 

La activación de NF-kB es una de las vías más importantes en la regulación de la expresión 

génica pro-inflamatoria. Se ha reportado que una variedad de señales puede activar esta vía 

(Pesce et al., 2017), como las que involucran citoquinas inflamatorias como IL-1β y TNF-α o 

relacionadas con agentes infecciosos como el LPS (Bittencourt-Mernak et al., 2016; Khan et 

al., 2016), de igual manera también puede ser activado por eventos relacionados con el daño 

celular como estrés oxidativo o un aumento en los niveles de calcio citoplasmático (Lv et al., 

2016).  

Varios estudios han demostrado que la estimulación con el ácido palmítico desencadenan la 

activación de este factor de transcripción en células microglia, mediada por la unión a los 

receptores TLR y más específicamente al TLR 4(Unger, 2002), dando lugar a la producción de 

mediadores pro-inflamatorios(Z. Wang et al., 2012) . De acuerdo a los resultados obtenidos en 

nuestro estudio, se observó en una curva de tiempo como  la exposición de las células al ácido 

palmítico incremento la expresión y la  translocación de la sub unidad p65 del NF-kB al 

núcleo, lo que indica que el factor de transcripción Kappa B (NF-κB) pudiera ser el efector 

que activara la respuesta inflamatoria en nuestro modelo. Al evaluar el efecto de la tibolona 

sobre la expresión de P65 se encontró que esta disminuía la translocación nuclear de NF-κB a 

partir de la 4 hora de daño con palmitato (Figura 23 F),  sugiriendo que la tibolona actúa como 
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una molécula anti-inflamatoria que a su vez participa en  la modulación de  la secreción de 

citoquinas.   

La acción estrogenica de la tibolona asociada a la activación del receptor beta de estrógenos 

redujo la expresión  de factores inflamatorios (citoquinas). De igual manera se  demostró que 

el factor de transcripción Kappa B está implicado en regulación la respuesta inflamatoria en el 

modelo, por lo que se determinó  si esta expresión de p65 también estaba modulada por la 

activación del Reβ. Para ello en  nuestro estudio evidencio que el bloqueo del  REβ  aumento 

la expresión de p65; inhibiendo notablemente la acción de la tibolona. Por otro lado se 

encontró que el tratamiento con el DPN presento un comportamiento similar a la  tibolona en 

cuanto a la expresión de  la sub unidad p65; por su vez, al momento de bloquear con el 

antagonista del REβ la acción del DPN también fue inhibida. Estos resultados se apoyan en la 

reportado por Frasor y  colaboradores que describieron una asociación entre los RE y NF-kB 

planteando que pueden reprimirse entre sí (Frasor et al., 2009). De igual manera, Biswas y 

colaboradores describen que mientras se han observado efectos  anti-inflamatorios de la 

activación de los RE, también se ha dilucidado un efecto no clásico y no genómico de la 

activación de los receptores de estrógeno que inhibe la activación de NF-kB y su respuesta 

inflamatoria, sugiriendo que moléculas que se unan a los RE y bloqueen selectivamente la 

activación de NF-kB podrían tener un potencial efecto terapéutico (Biswas, Singh, Shi, 

Pardee, & Iglehart, 2005). 
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 7. CONCLUSIONES 

 

• La caracterización del modelo inflamatorio de ácido palmítico permitió establecer un 

curso temporal de los principales eventos que ocurren durante el daño metabólico, con 

el principal objeto de intervenir en los aspectos más críticos, permitiendo evaluar la 

protección hormonal. 

• El mecanismo de acción de la tibolona favorece la supervivencia microglial mediante 

la disminución de especies reactivas de oxígeno, reducción de la condensación nuclear 

y sostenimiento de la función mitocondrial en el modelo. 

• El efecto protector de la tibolona está asociado al receptor de estrógeno beta. Este 

estudio sugiere que el mecanismo de protección frente al daño metabólico con ácido 

palmítico está más vinculado a la acción estrogénica de la tibolona sobre el receptor de 

estrógeno beta. 

• La tibolona pueden modular la expresión de proteínas responsables del estrés 

oxidativo, lo cual puede explicar la reducción del daño oxidativo y la preservación de 

la función mitocondrial.  

• La tibolona disminuye la secreción de citoquinas pro-inflamatorias (TNFα, IL-6, IL-

1β) y aumentan la secreción de la citoquina IL-10 (anti-inflamatoria) en las células 

sometidas a daño metabólico. De igual manera disminuye la translocación de la 

subunidad p65 del factor de transcripción kappa B (NFkB), lo cual sugiere una posible 

relación entre la actividad estrogénica de la tibolona y el mecanismo protector sobre el 

proceso inflamatorio. 

• Las células microgliales BV-2 expresan neuroglobina, y su expresión se ve aumentada 

cuando las células son tratadas con tibolona. 
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