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RESUMEN 

 

 Los lisofosfolípidos son derivados de fosfolípidos de la membrana celular y uno de los 

más estudiados es el ácido lisofosfatídico (LPA), considerado como un importante regulador 

de diversas funciones biológicas. Hasta la fecha, se conocen seis receptores de LPA acoplados 

a proteínas G (LPA1-6), y entre sus funciones destaca la regulación de la plasticidad hipocampal 

adulta (Dash et ál., 2004; Choi et ál., 2010; Shin et ál., 2012; revisado en Choi y Chun, 2013). 

Los ratones carentes del receptor LPA1 presentan déficits en la exploración, la memoria y la 

regulación emocional (Santín et ál., 2009; Castilla-Ortega et ál., 2010; Blanco et ál., 2012; 

Castilla-Ortega et ál., 2012; Pedraza et ál., 2013; Castilla-Ortega et ál., 2013) junto con 

alteraciones funcionales en el hipocampo y en la amígdala (Matas-Rico et ál., 2008; Castilla-

Ortega et ál., 2011; Musazzi et ál., 2011; Castilla-Ortega et ál., 2012; García-Fernandez et ál., 

2012; Pedraza et ál., 2013; Castilla-Ortega et ál., 2013). 

 Actualmente, por la importante participación en el correcto desarrollo del sistema 

nervioso central así como en numerosas patologías, el potencial clínico de los receptores de 

LPA está cobrando cada vez mayor interés, gracias a que se dispone de agonistas y 

antagonistas que pueden modificar la actividad de los receptores (revisado en Choi et ál., 

2010). Dentro de este contexto, uno de los objetivo de la Tesis Doctoral fue la modulación 

farmacológica del receptor LPA1, principalmente, mediante el uso de las minibombas 

osmóticas Alzet®, en condiciones in vivo durante 21 días determinando el papel del 

tratamiento a nivel fisiológico y conductual. En otro sentido, para un buen desarrollo del 

sistema nervioso central es imprescindible una correcta sintonía entre los sistemas neuronales 

activadores e inhibidores. Los ratones carentes del receptor LPA1, presentan pérdida de 

interneuronas GABAérgicas y un sistema GABAérgico alterado (Cunningham et ál., 2006; 

Matas-Rico et ál., 2009), además de tener déficits en la liberación de los neurotransmisores 

GABA y glutamato (Harrison et ál., 2003; Roberts et ál., 2005; Blanco et ál., 2012). El segundo 

objetivo se centró, por ello, en el trasplante de precursores de interneuronas GABAérgicas 

derivados de la eminencia ganglionar medial en el hipocampo dorsal de ratones normales y 

nulos para el receptor LPA1 durante 31 días, a objeto de profundizar en los mecanismos 

dependientes del receptor y a su vez, desarrollar alternativas de rescate de fenotipo.  



 
 

Los resultados presentados en esta tesis avalan los tratamientos farmacológicos y la 

terapia celular en los modelos experimentales, que demuestran, por una parte, que el ácido 

lisofosfatídico impulsa la neurogénesis adulta y la maduración de las nuevas neuronas 

generadas en el hipocampo así como la regulación emocional, a través de la activación del 

receptor LPA1. Por otra parte, demuestran que la ausencia del receptor tiene lugar en un 

entorno neural que permite la integración de precursores de interneuronas para que, éstas, 

merced a su modulación GABAérgica potencien y mejoren la funcionalidad hipocampal tras la 

restauración de la red neuronal local, repercutiendo positivamente sobre la conducta 

relacionada con la ansiedad. Ambos experimentos, demuestran la validez de los tratamientos 

farmacológicos y la terapia celular para el estudio de alteraciones neurales dependientes de 

receptores de amplia distribución en el sistema nervioso. 
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ABREVIATURAS 

5-HT: Serotonina (5-hidroxitriptamina)  

ADN: Ácido desoxirrobonucléico  

AMPc: Adenosín monofosfato cíclico 

ATX: Autotaxina 

BSA: Suero albúmina bovina libre de ácidos grasos 

(del inglés, bovine serum albumin) 

BrdU: Bromodesoxiuridina; 5-bromo-2’-

desoxiuridina 

CA1: Cuerno de Amón 1 

CA3: Cuerno de Amón 3 

CaMKII: proteína quinasa II dependiente de calcio 

y calmodulina 

CB: Calbindina 

CE50: Concentración de eficacia media 

CR: Calretinina 

DAB: Tetrahidrocloruro de 3,3’diaminobenizindina 

DCX: Doblecortina (del inglés, Doublecortin X-linked 

gene) 

DGK: Diacilglicerol cinasa 

Emax: Eficacia máxima 

EDG: Genes de diferenciación celular endotelial (del 

inglés, endotelial differentiation gene) 

EGM: Eminencia Ganglionar Media 

Enpp2: Familia nucleótido pirofosfotasa 

/fosfodiesterasa 2 (del inglés, ectonucleotide 

pyrophosphatase /phosphodiesterase family 

member 2) 

GABA: Ácido γ aminobutírico (del inglés, Gamma 

Aminobutiric Acid) 

GFAP: Proteína glial fibrilar ácida (del inglés, Gliar 

Fibrillary Acidic Protein) 

GFP: Proteína verde fluorescente (del inglés, 

Green Fluorescent Protein) 

ICV: Intracerebroventricular 

Iba1: Molécula 1 adaptadora de unión a calcio 

ionizado (del inglés, Ionized calcium binding 

adaptor molecule 1) 

IP3: Inositol-3-trifosfato 

Ki: Constante de inhibición 

LCAT: Lecitincolesterol acetil-transferasa 

LPA: Ácido lisofosfatídico (del inglés, 

lysophosphatidic acid) 

LPAn: Receptor n de ácido lisofosfatídico 

LPA-LPS: LPA-lisofosfolipasa (del inglés, LPA-

lysophospholipase) 

LPC: Lisofosfatidilcolina (del inglés, 

lysophosphatiyilcholine acid) 

LPS: Lisofosfatidilserina (del inglés, 

lysophosphatidylserine acid) 

LPE: Lisofosfatidiletanolamina (del inglés 

lysophosphatidiylethalonamide acid) 

LPP: Lípidos fosfato fosfatasa (del inglés, lipids 

phosphato phosphatase) 

LSD: Diferencia mínimamente significativa de 

Fisher (del inglés, Least Significant Difference) 

MAPK: Proteína quinasa activada por 

mitógeno (del inglés, mitogen-activated 

protein kinase) 

NPY: Neuropeptido y 

PA: Ácido fosfatídico (del inglés, 

phosphatidics acid) 

PBS: Tampón fosfato salino (del inglés, 

Phosphate Buffered Saline) 

PC: Fosfatidilcolina (del inglés, 

phosphatidylcholine) 



 
 

PD-Iα/ATX: Fosfodiesterasa-Iα /autotaxina  (del 

inglés, phosphodiesterase-Iα /autotaxin) 

PE: Fosfatidiletanolamina (del inglés 

phosphatidylethalonamide) 

PG: Fosfoglicerol (del inglés, phosphoglicerol) 

PI3K: Fosfatidilinositol 3-cinasa 

PLP (fijador): Solución fijadora de 

paraformaldehído, lisina y peryodato sódico 

PPAR-γ: Receptor-γ de activación de la  

proliferación de peroxisomas (del inglés, 

Peroxisome Proliferator-Activated Receptor- γ) 

PS: Fosfatidilserina (del inglés, phosphatidylserine) 

PLD: Fosfolipasa D (del inglés, phospholipase D) 

PV: Parvalbúmina 

S1P: Esfingosina-1-fosfato (del inglés, sphingosine 1-

phosphate) 

SEM: Error típico de la media (del inglés, Standard 

Error of the Mean) 

SNC: Sistema Nervioso Central 

SOM: Somatostatina 

TPBS: Tampón Tris-PBS 

Tris: Hidroximetil aminometano 

VEGF: Factor de crecimiento vascular endotelial 

(del inglés, Vascular Endotelial Growth Factor) 

ZSG: Zona subgranular (del hipocampo) 

vzg-1: ventricular zone gen-1 

ZSV: Zona subventricular (del ventrículo lateral) 

ZV: Zona Ventricular 

 

 

 

 

 

 

 

Unidades de medida 

 

cm: Centímetro 

h: Hora 

kDa: Kilo Dalton 

Kg: Kilo gramo 

Lux: iluminación, lumen /m². 

M: Molar 

nM: Nanomolar 

ml: mililitro 

min: minuto 

mm: milímetro 

ml: mililitro 

µl: microlitro 

s: segundo 
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1.  

EL ÁCIDO LISOFOSFATÍDICO (LPA) 

 

1.1 Primeros hallazgos sobre el LPA 

El sistema nervioso central (SNC) sigue siendo la estructura biológica que siempre nos 

deja con más preguntas complicadas por responder y que precisa de un continuo estudio a 

objeto de conocer su desarrollo y su complejidad funcional y estructural. Desde que Santiago 

Ramón y Cajal en 1888 propusiera la teoría neuronal, por la que se postulaba que la neurona 

era una unidad genéticamente individual y que ésta mostraba un impulso nervioso 

unidireccional, empezamos a querer conocer mejor las funciones, las conexiones entre las 

diferentes áreas cerebrales y los sistemas de regulación del SNC, entre otros. En este sentido, 

por ejemplo, los procesos que regulan el desarrollo del SNC para llegar a obtener una correcta 

funcionalidad cerebral deben ser muy precisos y minuciosos. Desde hace tiempo conocemos 

que, además de en el desarrollo, la formación de nuevas neuronas tiene lugar en el cerebro 

adulto de todos los mamíferos, incluido el ser humano (Eriksson et ál., 1998). Estos fenómenos 

de génesis neuronal adulta han sido descritos y estudiados extensivamente (ver revisión en 

Gage y Temple, 2013) y tienen lugar en la zona ventricular (ZV), localizada en el neuroepitelio 

que recubre los ventrículos laterales. Los primeros trabajos describieron en dicha zona las 

poblaciones de células progenitoras neuronales que se dividían recubriendo la superficie de 

los ventrículos laterales y dando lugar a los diferentes tipos celulares (Sidman et ál., 1956; 

Altman y Das, 1965; Boulder Committe, 1970; Altman y Bayer, 1986). Son estos trabajos los 

que han permitido romper la barrera que consideraba al cerebro adulto como una estructura 

fija. Altman y Das, (1965) fueron, igualmente, los primeros en identificar la formación de 

nuevas neuronas en el giro dentado de hipocampo de la rata, demostrando que el proceso de 

neurogénesis se daba también en la etapa adulta (Altman y Das, 1965).  

Los procesos de neurogénesis se encuentran bajo la influencia de factores intrínsecos y 

extracelulares que afectan a la morfología, división, migración y supervivencia celular (ver 

revisión en Faigle y Song, 2013). La amplia lista de estos factores reguladores que modulan la 

neurogénesis ha ido creciendo de manera continuada hasta revelarnos, hace escasamente una 

década, los ácidos fosfatídicos, y, especialmente, al ácido lisofosfatídico, como moléculas 
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imprescindibles para la correcta regulación y desarrollo del SNC, siendo el objeto de estudio 

de la presente Tesis Doctoral. 

El 1-acil-sn-glicerol-3-fosfato o ácido lisofosfatídico (LPA, del inglés lysophosphatidic 

acid) es un lisofosfolípido endógeno bioactivo formado por un grupo fosfato y una molécula 

de glicerol unida a una cola de ácidos grasos de grado de saturación y de longitud variables, 

con uniones de tipo éster, generalmente (Figura 1). Inicialmente, se le atribuyó la función de  

ser un precursor en la biosíntesis de diferentes complejos lipídicos, tanto en células 

procariotas como eucariotas (Pieringer y Hokin, 1962). No fue hasta 1986 cuando el grupo de  

W.H. Moolenaar, en el Instituto Holandés del Cáncer en Ámsterdam, en un intento por 

comprobar si las moléculas de ácido fosfatídico (PA, del inglés phosphatidics acid) podían 

servir como ionóforos naturales de calcio (Ca2+), dieron un paso más. Los resultados mostraron 

que el aumento de la señal de Ca2+ inducida por el PA generó un incremento de la producción 

de inositol-trifosfato (IP3, del inglés inositol-triphosphate), seguido de un incremento de la 

activación del intercambiador de sodio/hidrógeno (Na+/H+), la transcripción de proto-

oncogenes y la síntesis de ADN. En otras palabras, los PA exógenos actuaron como factores de 

crecimiento (Moolenaar et ál., 1986). Varios años más tarde el mismo grupo de investigación, 

analizó diferentes fosfolípidos incluidos los lisofosfolípidos a objeto de conocer sus posibles 

acciones como factores de crecimiento. Estos ensayos, mostraron que el LPA, en fibroblastos, 

representaba un estímulo destacable como movilizador de Ca2+, además de poseer una 

importante capacidad mitogénica (van Corven et ál., 1989; Jalink et ál., 1990), y actuando a 

través de, al menos, dos proteínas G heteroméricas (van Corven et ál., 1989). En 1996, durante 

un estudio de neurogénesis en mamíferos, el grupo estadounidense dirigido por Jerold Chun 

en el Instituto de Investigación Scripps en La Jolla, aisló e identificó el gen del primer receptor 

funcional del LPA en la zona ventricular cerebral embrionaria, correspondiente a un receptor 

acoplado a proteína G (GPCRs, del inglés, G-protein-coupled receptors), y que denominaron, 

por la zona de expresión vzg-1 (del inglés, ventricular zone gen-1, conocido posteriormente 

como Edg2; actualmente LPAR1/Lpar1, según atienda a humano o el resto de especies) (Hecht 

el atl., 1996). 

A partir de estos hallazgos, diferentes grupos de investigación empezaron a trabajar 

para determinar y caracterizar las funciones del LPA en los sistemas biológicos. Algunos de los 

trabajos se encaminaron a estudiar la relación de este receptor con otros receptores 
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pertenecientes a la misma familia de genes de diferenciación celular endotelial (EDG, del 

inglés, endothelial differentiation gene), como el Edg1 cuyo ligando es la esfingosina-1-fosfato 

(S1P, del inglés, sphingosine 1-phosphate) (Lee et ál., 1998; Zondag et ál., 1998). Debido a la 

similitud de los receptores EDG con otros receptores, como los receptores de cannabinoides, 

(aproximadamente un 30 % de similitud estructural), y a la convergencia de las rutas de 

síntesis de los mismos, la identificación de las rutas de señalización de los receptores EDG ha 

sido complicada. Sin embargo, con el uso posterior de agonistas y antagonistas han permitido 

ir conociendo cuales son las vías de señalización de cada uno de los miembros de receptores 

de la familia EDG.  

Son muy diversas las funciones que, actualmente, podemos atribuir al LPA, molécula 

que no deja de ser un pequeño lípido bioactivo endógeno, y que, a pesar de ello, incluyen, 

entre las principales y de manera notoria, la regulación de la proliferación, la diferenciación, la 

migración y la supervivencia de las células, funciones que son reguladas por medio de 

receptores específicos (LPA1-6) ampliamente distribuidos en el organismo en diferentes tejidos 

y tipos celulares (Fujiwara et ál., 2003; Pilpel y Segal, 2006; Rhee et ál., 2006; Noguchi et ál., 

2009; Choi et ál., 2010). De este modo, el LPA interviene en importantes procesos biológicos 

como en la neurogénesis, la mielinización, la formación de vasos sanguíneos, la reproducción, 

la inducción del dolor neuropático o en la progresión tumoral, entre otros (Fukushima et ál., 

2001; Sengupta et ál., 2004; Tokumura et ál., 2004; Aoki et ál., 2008), siendo, incluso, 

relevante en los procesos cognitivos como en la consolidación de la memoria espacial a largo 

plazo (Dash et ál., 2004). Las funciones para cada receptor serán detalladas posteriormente, 

en esta misma sección. 

 

Figura 1. Representación tridimensional y lineal de la estructura química del LPA. Se puede 

observar el grupo fosfato (PO4
3-, en color rojo las moléculas de oxígeno) anclado, junto al glicerol, a la 

cadena lipídica (en color verde las moléculas de carbono y en blanco las moléculas de hidrógeno). En la 

imagen se ha representado la especie de LPA correspondiente al oleil-LPA, LPA C18:19, insaturado, de 

18 átomos de carbono en su cadena, enlace doble en posición 9 y configuración cis (cis-9-
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octadecenoico), denominado como 1-oleoil-2-hidroxi-sn-glicerol-3-fosfato o 1-(9Z-octadecanoil)-sn-

glicerol-3-fosfato. 

 

1.2 Metabolismo del LPA 

El LPA se encuentra presente en diferentes fluidos biológicos como suero (Tigyi y 

Miledi, 1992; Baker et ál., 2000; Aoki et ál., 2002; Sano et ál., 2002), saliva (Sugiura et ál., 

2002),  fluido seminal (Hama et ál., 2002), fluido folicular (Tokumura et ál., 1999), clara de 

huevo de gallina (Nakane et ál., 2001) y líquido cefalorraquídeo (Sato et ál., 2005) tanto en 

animales como en humano. La mayor cantidad de LPA se encuentra en suero y en plasma 

sanguíneo y por tanto, es la fuente más caracterizada (Tigyi y Miledi, 1992; Baker et ál., 2000; 

Aoki et ál., 2002), como más adelante se detallará. Los niveles séricos de LPA se pueden 

encontrar elevados en condiciones fisiopatológicas específicas como ocurre en el cáncer de 

ovario (Nakane et ál., 2001), la aterosclerosis (Siess et ál., 1999) o en daños en el sistema 

nervioso (Kusaka et ál., 1998). 

En cuanto a su transporte, en los fluidos biológicos el LPA se encuentra asociado a 

proteínas. La principal proteína ligadora del LPA en suero y en plasma es la albúmina, cuya 

concentración es abundante en este medio (Hama et ál., 2002). El tipo y la presencia de 

proteína de transporte unida al LPA también es un factor que puede influir en su actividad 

biológica. De este modo, se ha demostrado que el LPA en plasma (rico en albúmina) activa los 

receptores LPA1-2, pero no al receptor LPA3, mientras que el LPA en el fluido seminal (sin 

albúmina) activa al receptor LPA3 y no a los LPA1-2 (Hama et ál., 2002).  

Respecto a la biosíntesis del LPA, es producido extracelular e intracelularmente a partir 

de los fosfolípidos de membrana. Como consecuencia de ello se forman diferentes especies de 

LPA siendo las más abundantes en plasma, y por orden decreciente, las correspondientes al 

palmitoil-LPA (16:0), estearoil-LPA (18:0), oleoil-LPA (18:1), linoleoil-LPA (18:2) y araquidonil-

LPA (20:4) (Sano et ál., 2002). El 18:1 LPA es la forma más comúnmente utilizada por los 

grupos de investigación debida, probablemente, a su alta afinidad por los receptores de LPA 

(Jalink et ál., 1995). 
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1.2.1 Biosíntesis extracelular 

En suero y plasma sanguíneo pueden acontecer dos vías de biosíntesis, una 

dependiente de la activación de las plaquetas y otra independiente. En ambas vías el punto de 

partida son los fosfolípidos pero se generan de manera diferente. En el primer caso, cuando 

las plaquetas están activas por la estimulación de trombinas, liberan fosfolípidos como la 

fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina (PC, PE, PS, respectivamente, del inglés, 

phosphatidyl-choline, -ethanolamine, -serine) que, por acción de las fosfolipasas A1 y A2 son 

convertidos en lisofosfolípidos, en este caso, a lisofosfatidilcolina, lisofosfatidiletanolamina y   

lisofosfatidilserina (LPC, LPE y LPS, respectivamente, del inglés, lysophosphatidyl-choline, -

ethalonamide, -serine). El siguiente paso es convertir estos lisofosfolípidos en LPA siendo la 

enzima clave la autotaxina (ATX) con actividad lisofosfolipasa D (Aoki, 2004). En el segundo 

caso, los lisofosfolípidos son producidos a partir de lipoproteínas plasmáticas por la acción de 

enzimas como la lectin-colesterol acetil-transferasa o similares a la fosfolipasa A1 (Aoki et ál., 

2002; Aoki, 2004; Aoki et ál., 2008, Figura 2). De este modo, cada una de estas vías son 

responsables de, aproximadamente, la mitad de la producción de LPA presente en el suero 

(Aoki et ál., 2002). 

 

Figura 2. Producción del LPA en el suero y en el plasma sanguíneo. El LPA puede producirse 

por dos vías, una dependiente de plaquetas las cuales liberan fosfolípidos (PC: fosfatidilcolina; PS: 

fosfatidilserina y PE: fosfatidiletanolamina) que por acción de las fosfolipasas A1 y A2 son 

transformados en lisofosfolípidos (LPC: lisofosfatidilcolina, LPS: lisofosfatidilserina, LPE: 

lisofosfatidiletanolamina) sobre los que por último, actúa la autotaxina (ATX). La vía independiente 

parte de la fosfatidilcolina  que es transformada por la acción de la lecitincolesterol acetil-transferasa 
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(LCAT, del inglés, lecithin-cholesterol acyltransferase) o por enzimas similares a la fosfolipasa A1 a 

lisofosfatidilcolina que, tras la acción de la ATX se convierte en LPA. Por ambas vías las especies de LPA 

más abundantes son 16:0, 18:0 y 18:1 LPA. Figura adaptada de Aoki et ál., 2008. 

 

Existe otra ruta de biosíntesis que tiene lugar en las membranas celulares. Este 

mecanismo ha sido descrito en plaquetas y en células cancerígenas (Fourcade et ál., 1995; 

Shen et ál., 1998; Aoki et ál., 2008), aunque las enzimas fosfolipasas implicadas fueron 

identificadas en otros tipos celulares como las neuronas y las células gliales (Woelk et ál., 

1981; Nardicchi et ál., 2007). En esta vía, el elemento principal es el PA que se genera en la 

región citosólica de la célula bien a partir de los fosfolípidos, (por acción de la fosfolipasa D 

(PLD, del inglés, phospholipase D) o bien a partir del diacilglicerol (por acción de la 

diacilglicerol quinasa). El PA generado se dirige a la región extracelular por un mecanismo de 

translocación aún no conocido (Aoki, 2004; Aoki et ál., 2008). Una vez en la capa externa de la 

bicapa lipídica, actúan las fosfolipasas A1 y A2 produciendo el LPA (Aoki et ál., 2002; Aoki, 

2004; Aoki et ál., 2008, Figura 3). Esta vía genera una menor cantidad de LPA que las 

anteriores, debido a que el PA es un fosfolípido que se encuentra en menor proporción en los 

diferentes tipos celulares (aproximadamente un 10 %) (Sano et ál., 2002). Esta ruta 

extracelular de síntesis es, sin embargo, muy importante ya que genera rápidamente LPA en 

respuesta a diferentes estímulos. Con todo, esto sugiere que la concentración de LPA en el 

suero es altamente regulable ya que no sólo se puede inducir su síntesis sino que también se 

puede inhibir su producción constitutiva actuando sobre sus precursores o sus enzimas de 

síntesis (Shen et ál., 1998; Eder et ál., 2000). 
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Figura 3. Producción de LPA en las membranas celulares a partir del ácido fosfatídico. A partir 

de los fosfolípidos o del diacilglicerol, bien sea por la acción de la ATX o bien de la diacilglicerol cinasa 

(DGK, del inglés, diacylglycerol kinase), se obtiene el ácido fosfatídico (PA) que se transloca desde la 

región citosólica a la zona extracelular donde, posteriormente, las enzimas fosfolipasas A1 y A2 lo 

convertirán a LPA. Modificado de Aoki et ál., 2008. 

 

1.2.2 Biosíntesis intracelular 

En muchos tipos celulares el LPA es producido a partir de fosfolípidos y triacilglicerol. 

Esta síntesis se produce a partir de la acilación del glicerol-3-fosfato y la acil-coenzima A por la 

enzima glicerol-3-fosfato aciltransferasa y a partir de la fosforilización del monoacilglicerol por 

la enzima monoacilglicerol quinasa (Bektas et ál., 2005). Esta conversión tiene lugar 

intracelularmente en el retículo endoplasmático o en las mitocondrias. Esta vía tiene lugar en 

organismos más simples en los cuales la acción del LPA extracelular no ha sido observada. Es 

más, no hay certeza de que el LPA sea liberado al medio extracelular (Dircks y Sul, 1999), y se 

piensa que el LPA sintetizado intracelularmente viene a actuar como intermediario para la 

biosíntesis de otros fosfolípidos, no tanto como mensajero extracelular (Okudaira et ál., 2010). 

La enzima clave en estas vías de síntesis, como ya se ha mencionado, es la ATX, con 

actividad lisofosfolipasa D. La ATX es la enzima mejor estudiada asociada a la señalización 

mediada por el LPA, siendo su primera función descrita la de actuar como enzima 
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estimuladora de la motilidad celular en células de melanoma en humanos (Stracke et ál., 

1992). Esta enzima pertenece a la familia de la ecto-nucleótido pirofosfotasa/fosfodiesterasa 2 

(Enpp2, del inglés, ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 2) y se trata de una 

glucoproteína con actividad lisofosfolipasa D que actúa convirtiendo el LPC a LPA liberando 

una molécula de colina (Tokumura et ál., 2002; Umezu-Goto et ál., 2002; Ferry et ál., 2003, 

Figura 4). Recientemente, su estructura ha sido analizada por cristalografía de rayos X para 

obtener su forma tridimensional. Con ello, se puede conocer mejor sus dominios catalíticos y 

sus sitios de unión al sustrato o inhibidores (Hausmann et ál., 2011; Nishimasu et ál., 2011). La 

ATX está presente en niveles altos en diferentes fluidos biológicos como en suero, plasma y en 

el fluido seminal, y se expresa intensamente en el riñón, en el cerebro (sobre todo en los 

plexos coroideos), y en los órganos linfoides (Nakasaki et ál., 2008; Nakamura et ál., 2009). En 

condiciones fisiológicas especiales o bien patológicas, su concentración en sangre puede 

aumentar notablemente, como ocurre en el embarazo (Iwasawa et ál., 2009), la hepatitis C 

crónica (Watanabe et ál., 2007), el cáncer (Nam et ál., 2000; Nakamura et ál., 2007c), el 

prurito colestásico (Kramar et ál., 2003), por citar algunos ejemplos.  

Existe una directa correlación entre la concentración sérica de LPA y la actividad 

enzimática de la ATX, de tal manera que, en ausencia de ésta, no se produce LPA (Tanaka et 

ál., 2006; Tsuda et ál., 2006; Aoki et ál., 2008). La actividad catalítica de la enzima puede 

inhibirse específicamente por su propio producto, el LPA, o moléculas relacionadas como la 

S1P, a objeto de regular su propia síntesis (van Meeteren et ál., 2005) o por moduladores 

específicos como el inhibidor competitivo FTY720 (van Meeteren et ál., 2008), entre otros. Es 

importante destacar que los valores de la constante de inhibición (Ki) son, para el LPA, 110 nM 

y para la S1P, 50 nM (van Meeteren y Moolenaar, 2007). Estos valores son aproximadamente 

1000 veces más bajos que la constante de Michaelis-Menten (Km) para el propio sustrato de la 

ATX, el LPC, indicando, así, que la ATX se une con mayor afinidad al LPA y a la S1P (van 

Meeteren et ál., 2005). El hecho es de especial relevancia ya que indica que el LPA es capaz de 

controlar su propia biosíntesis y que ésta, incluso, puede ser modulada por variaciones en los 

niveles de S1P (van Meeteren y Moolenar, 2007). La regulación del eje ATX-LPA es bastante 

importante debido a su participación en procesos que condicionan la viabilidad del individuo, 

como en el correcto desarrollo vascular y neural (Tanaka et ál., 2006; van Meeteren et ál., 

2006; Koike et ál., 2009; Fotopoulou et ál., 2010), en diferentes patologías como en la 
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progresión tumoral y metástasis (Nam et ál., 2000; Mills y Moolenaar et ál., 2003; Tager et ál., 

2008; David et ál., 2010), en los procesos inflamatorios (Kanda et ál., 2008), en enfermedades 

fibróticas (Pradere et ál., 2007; Targer et ál., 2008) y en el dolor neuropático (Inoue et ál., 

2004). Por el alcance del efecto en esta regulación y la implicación en ciertas patologías como 

el cáncer y el desarrollo vascular, la ATX puede llegar a convertirse una buena diana 

terapéutica utilizando antagonistas selectivos que inhiban su actividad enzimática (Hausmann 

et ál., 2011). 

En el sistema nervioso se ha detectado una isoforma llamada fosfodiesterasa-

Iα/autotaxina (PD-Iα/ATX) (Narita et ál., 1994; Kawagoe et ál., 1995; Fuss et ál., 1997). La PD-

Iα/ATX es vital para el desarrollo embrionario y, transcurrido éste, disminuye su expresión 

(Tanaka et ál., 2006; van Meeteren et ál., 2006; Savaskan et ál., 2007). Se ha detectado 

expresión de la enzima en la sustancia blanca, los plexos coroideos, las células 

leptomeningeales, la zona subventricular (Savaskan et ál., 2007) y en el líquido 

cefalorraquídeo (Sato et ál., 2005). Una de las células implicadas en la secreción de ATX al 

medio extracelular, de especial interés, son los oligodendrocitos (Kawagoe et ál., 2005; Fuss et 

ál., 1997), íntimamente ligados al desarrollo de las vainas de mielinas. En este sentido, se ha 

demostrado la secreción de ATX por los oligodendrocitos en diferenciación durante los 

estadios iniciales de mielinización, y que dicha ATX estimula procesos de adhesión y 

conectividad celular por una vía, o domino activo, independiente de su actividad 

lisofosfolipasa D (Narita et ál., 1994; Fuss et ál., 1997; Cervera et ál., 2002; Jaillard et ál., 2005; 

Dennis et ál., 2008). Estos estudios coinciden con las observaciones que sugieren un papel 

importante para el LPA en la mielinización, merced a su expresión en oligodendrocitos durante 

la mielinización (Weiner et ál., 1998; Handford et ál., 2001; Cervera et ál., 2002) y a los 

cambios morfológicos en membrana que el LPA genera en dichas células cuando es añadido 

de manera exógena (Stankoff et ál., 2002; Nogaroli et ál., 2009). Precisamente por su posible 

participación en la mielinización se ha investigado la expresión de ATX en patologías 

desmielinizantes, demostrándose su sobreexpresión en pacientes con esclerosis múltiples 

(Hammack et ál., 2004). La sobreexpresión de ATX también se ha relacionado con la activación 

de los astrocitos en cerebros lesionados (Savaskan et ál., 2007), y se ha observado, 

igualmente, en la corteza cerebral de pacientes con demencia senil tipo Alzheimer (Umemura 

et ál., 2006). 
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Los ratones nulos para la ATX presentan importantes alteraciones funcionales ya que 

los embriones no sobreviven debido a los déficits vasculares (Tanaka et ál., 2006; van 

Meeteren et ál., 2006) y a la malformación del tubo neural (Fotopoulou et ál., 2010). A causa 

de estas complicaciones, no es fácil examinar las funciones de la enzima en los ratones adultos 

que carecen de ATX, siendo preciso, por ello, recurrir a ratones knock-out condicionales u 

otros modelos animales para estudiar mejor el papel de la ATX en las etapas adultas (Yukiura 

et ál., 2011).  

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Vía de producción de LPA a través de la ATX e interacción con los receptores de LPA. 

La ATX es una enzima extracelular que hidroliza al LPC convirtiéndolo en LPA. El LPA actúa a través de 

receptores acoplados a proteínas G estimulando la proliferación celular, la migración y la 

supervivencia. La ATX es una enzima con múltiples dominios representados en la imagen con 

diferentes colores indicando los dominios catalíticos específico (Houben y Moolenaar, 2011). 

 

Debido al alcance clínico del eje ATX-LPA es importante conocer sus concentraciones 

en fluidos biológicos como, por ejemplo, en el suero y el plasma sanguíneo o en el líquido 

cerebroespinal. Este aspecto es de relevancia ya que conocer los valores de ATX y LPA en 

sujetos sanos podría servir para detectar enfermedades relacionadas con la sobreexpresión de 

la enzima y la producción de LPA y, así, poder actuar para tratarlas o prevenirlas. Para ello, 

algunas técnicas como los ensayos enzimáticos, la cromatografía en capa fina y la 

cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC, del inglés, high-performance liquid 

chromatography) están ayudando a resolver esta cuestión. Sin embargo, uno de los 

principales inconvenientes para la medición de los niveles de LPA en sangre es la fluctuación 
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de estos niveles debida a la manipulación y al tratamiento post-extracción de la muestra. Así, 

tras la incubación del plasma o del suero puede tener lugar un incremento de los niveles de 

LPA posterior a la extracción, debido, por una parte, a que en la muestra también coexisten la 

ATX y su sustrato, el LPC, y por otra, por la activación de las plaquetas, fuente de síntesis de 

LPA  (Aoki et ál., 2002; Kishimoto et ál., 2003; Nakamura et ál., 2007a; Nakamura et ál., 2007b, 

ver Figura 2). Otro de los métodos propuestos para su cuantificación ha sido la detección 

colorimétrica usando ensayos de ciclación enzimática a partir de muestras de plasma 

sanguíneo (Yatomi, 2010), que se basa en la amplificación de la sensibilidad del ensayo 

enzimático. No obstante, esta técnica no puede discriminar entre las diferentes especies de 

LPA por lo que sería difícil determinar las acciones biológicas de cada una de ellas (Yatomi, 

2010). Un técnica que sí permite esta discriminación es la espectrometría de masas junto con 

la cromatografía líquida de alta eficacia ya que se puede separar las especies de LPA de otros 

lípidos que estén presentes en el plasma (Murph et ál., 2007; Smyth et ál., 2008).  

De entre los estudios realizados, la técnica de ciclación enzimática ha permitido 

detectar en el plasma en sujetos sanos una concentración media de LPA de 0,085 µM, siendo 

más alta en mujeres que en hombres (Hosogaya et ál., 2008). Estos niveles se correlacionaban 

positivamente con la actividad lisofosfolipasa D de la ATX (Hosogaya et ál., 2008). A través de 

la técnica de inmunoensayo para esta enzima (Nakamura et ál., 2008), se pudo medir la 

concentración de la ATX en el suero de sujetos sanos encontrándose niveles alrededor de 

0,731 µg/ml siendo significativamente más alta ésta en mujeres que en hombres sanos y con 

una disminución significativa según aumentaba la edad (Nakamura et ál., 2008). La misma 

técnica ha permitido determinar la concentración de ATX en el líquido cefalorraquídeo siendo 

1,32 µg/ml, es decir, aproximadamente el doble a la encontrada en el suero (Nakamura et ál., 

2009). Este resultado parece indicar que la regulación de los niveles de ATX en el líquido 

cefalorraquídeo debe ser distinta a la del suero. Debido al papel en la regulación del 

neurodesarrollo y la implicación en trastornos psicopatológicos, la determinación de las 

concentraciones de ATX y LPA es especialmente importante. En este sentido es de destacar 

que, si bien los niveles de LPA encontrados en el líquido cefalorraquídeo no son tan elevados 

(principalmente por la falta de LPC en este medio, al menos no detectable con dicho método), 

en condiciones patológicas pueden verse aumentados drásticamente (Nakamura et ál., 2009). 
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1.2.3 Vías de degradación 

 Existen tres vías principales de degradación del LPA: a partir de fosfatasas, a partir de la 

conversión a PA, y por último, a partir de la formación de glicerol fosfato (PG, del inglés, 

phosphoglycerol) (Tigyi y Parrill, 2003, Figura 5). La más conocida es la conversión del LPA a 

monoacilglicerol (MAG) llevada a cabo por las enzimas fosfatasas de fosfolípido (LPP, del 

inglés, lipid phosphate phosphatase) localizadas en las membranas celulares, disminuyendo así 

los efectos biológicos del LPA (Pilquil et ál., 2001; Brindley, 2004; Pyne et ál., 2004; Meyer zu 

Heringdorf y Jakobs, 2007). No obstante, este mecanismo también puede dar lugar 

indirectamente a un incremento compensatorio de liberación de LPA (Pyne et ál., 2004). En la 

segunda vía, las enzimas LPA-aciltransferasas (LPA-AT, del inglés, LPA-acyltransferase) 

catalizan la transferencia de un grupo acil de la acil coenzima A (acil-Coa) al LPA para formar el 

PA. Por último, en la tercera vía, están implicada la enzima LPA-lisofosfolipasas (LPA-LPL, del 

inglés, LPA-lysophospholipase) que convierte el LPA a PG. Por otra parte, es importante 

destacar que, además de los procesos reguladores de su biosíntesis y su degradación, la 

señalización mediada por LPA también está regulada por la desensibilización e internalización 

de sus receptores en respuesta tanto al LPA,  como a través de mecanismos independientes de 

ligando como la mediada por ésteres de forbol (Urs et ál., 2008).  

 

Figura 5. Vías de degradación para el LPA. En el esquema se representan las tres vías citada en 

el texto, mediadas por acción de fosfatasas de fosfolípidos (LPP), LPA-aciltransferasas (LPA-AT), y LPA-

fosfolipasa (LPA-LPL), que degradarán el LPA dando lugar a monoacilglicerol (MAG), ácido fosfatídico 

(PA) y glicerol fosfato (PG), respectivamente. Esquema modificado de Tigyi y Parrill, 2003. 
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2.  

RECEPTORES DE LPA 

 

2.1  Vías de señalización intracelular asociadas a los receptores de LPA 

El LPA actúa a través de la unión con receptores específicos acoplados a proteína G 

(LPA1-6)  que difieren según los tejidos en los que se distribuyen y según la vía de señalización 

intracelular que generan, la cual dependerá del tipo de proteína G asociado, Gα12/13, Gαi/0, 

Gαqi/11 y Gαs (Hecht et ál., 1996; Moolenaar et ál., 2004; Choi et ál., 2009; Choi et ál., 2010; 

revisado en Choi y Chun, 2013, Figura 6). En la vía mediada por la activación de la proteína 

Gα12/13, la proteína Rho actúa como intermediaria, y está implicada en un gran número de 

respuestas neuronales inducidas por LPA, como en la proliferación y la migración (Yan et ál., 

2003), los cambios en el citoesqueleto generando esfericidad celular, la formación de fibras de 

estrés y la retracción de neuritas (Fukushima et ál., 1998; Ishii et ál., 2004), la inducción de 

muerte celular por apoptosis (Ye et ál., 2002), o en los procesos generales como el dolor 

neuropático (Inoue et ál., 2004) o la consolidación de la memoria espacial a largo plazo (Dash 

et ál., 2004). Por otro lado, la activación de la vía fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K, del inglés, 

phosphatidylinositol-3-kinase), asociada a la activación de la proteína Gαi/0, favorece la 

supervivencia (efectos anti-apoptóticos) (Ye et ál., 2002) como también, la migración y la 

proliferación celular a través de la vía Akt (Yan et ál., 2003; Kim et ál., 2006). La activación de 

Gαqi/11 conlleva la activación de la fosfolipasa C que promueve, en última instancia, la 

acumulación y movilización de C2+ intracelular (Choi et ál., 2010). Por último, la activación de 

la proteína Gαs provoca la acumulación del adenosín monofosfato cíclico (AMPc, del inglés, 

cyclic adenosine monophosphate) intracelular (Lee et ál., 2008).  
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 Figura 6. Vías de señalización intracelular asociadas a los receptores de LPA1-6. PLC: 

fosfolipasa C, IP3: inositol trifosfato, DAG: diacilglicerol, PKC: proteín quinasa C, PI3K: fosfatidilinositol 

3-quinasa, MAPK: proteína quinasa activada por mitógeno, AC: adenilciclasa. Modificado de Choi y 

Chun, 2013. 

 

Los receptores de LPA pueden clasificarse en dos subgrupos en función al grado de 

homología presente en su estructura química (Choi et ál., 2010, Tabla 1). En el primer 

subgrupo llamado EDG, se encuentran los receptores LPA1 (anteriormente EDG2), LPA2 

(anteriormente EDG4) y LPA3 (anteriormente EDG7). Dentro de esta familia también se hallan 

los receptores para la S1P compartiendo un 50 % de los aminoácidos que conforman la 

estructura química con el receptor LPA1 (Aoki et ál., 2008). Es importante destacar que los 

receptores para la S1P también están acoplados a proteínas G y están presentes en varios 

tipos celulares del SNC (revisado en Ishii et ál., 2004; Chi y Nicol, 2010; Chun et ál., 2010; 

Mutoh et ál., 2012; Choi y Chun, 2013). Actualmente, ambos receptores han sido identificados 

como factores imprescindibles para el desarrollo del SNC (revidado en Choi y Chun, 2013), y 

Procesos fisiológicos Trastornos patológicos
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están implicados en enfermedades como la esclerosis múltiple (Brinkmann et ál., 2010; Chun y 

Brinkmann, 2011), la hipoxia fetal e hidrocefalia (Harrison et ál., 2003; Brinkmann et ál., 2010; 

Chun y Brinkmann, 2011; Herr et ál., 2011; Yung et ál., 2011), el dolor neuropático (Inoue et 

ál., 2004; Nagai et ál., 2010; Lin et ál., 2012), la isquemia cerebral (Li et ál., 2008; Czech et ál., 

2009), los traumatismos (Goldshmit et ál., 2010), la pérdida de audición (MacLennan et ál., 

2001; Herr et ál., 2001; Kono et ál., 2007), la convulsiones (MacLennan et ál., 2001; Trimbuch 

et ál., 2009; Akahoshi et ál., 2011) y en la enfermedad de Sandhoff (Wu et ál., 2008). 

En el segundo subgrupo se incluyen los receptores LPA4 (anteriormente Gpr23/P2y9), 

LPA5 (anteriormente Gpr92) y LPA6 (anteriormente P2yr5), los cuales comparten entre sí 

aproximadamente un 35% de homología, no así con los receptores LPA1-3 (Aoki et ál., 2008).  

 

Tabla 1. Relación filogenética de los receptores LPA en función de su grado de homología. Se 

representa entre paréntesis el porcentaje de homología de aminoácidos que comparten con el 

receptor LPA1. *Baja afinidad o ligando no confirmado (Choi y Chun, 2013). 

 

Se ha estudiado la expresión de los distintos receptores de LPA en múltiples tejidos 

tanto en roedores como en humanos resumiéndose en la tabla 2. Sin embargo, es importante 

resaltar que, en algunos tipos celulares, el efecto mediado por el LPA es independiente de los 

receptores específicos de LPA acoplados a proteínas G, ya que el LPA también puede actuar 

como un agonista para el receptor nuclear gamma activador de la proliferación de 

peroxisomas (PPARγ, del inglés, nuclear peroxisome proliferator-activated receptor gamma) 

(McIntyre et ál., 2003, Figura 7). Este receptor juega un importante papel en la regulación del 
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metabolismo de los lípidos, la homeostasis de la glucosa, la diferenciación celular y la 

motilidad celular (Duval et ál., 2002; Evans et  al., 2005; Kiec-Wilk et ál., 2005). Se ha sugerido 

que la activación del receptor PPARγ mediada por LPA podría estar muy presente en 

patologías vasculares, habida cuenta de su efecto sobre la remodelación de la pared arterial 

(Cheng et ál., 2009). 

 

Tabla 2. Expresión de los receptores LPA1-5 en ratón (R) y humano (H). (Adaptado de Choi et 

ál., 2010). 
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Figura 7. Esquema representativo de la activación del receptor PPARγ. A través de la 

activación del receptor PPARγ mediante agonistas (LPA, alquil-LPA o ROSI (rosiglitazona)) se induce la 

transcripción de genes implicados en la formación de las paredes arteriales. Figura modificada de 

(Tsukahara, 2012). 

 

2.2 Tipos de receptores de LPA 

 

2.2.1 Receptor LPA1 

El receptor LPA1 fue el primero en identificarse y es el mejor estudiado. Se trata de una 

proteína con siete dominios transmembranales de aproximadamente 42 kDa de masa 

molecular y con 364 aminoácidos (Choi et ál., 2010). Existe, no obstante, una variante del 

receptor, MREC1.3, que presenta 18 aminoácidos menos en el extremo N-terminal (Contos y 

Chun, 1998), pero su significado biológico aún no ha sido evaluado. El receptor LPA1 se acopla 

a tres tipos de proteínas G: Gαi/o, Gαq/11, Gα12/13, activando las vías de señalización de la 

proteína quinasa activada por mitógeno (MAPK, del inglés, mitogen-activated protein kinases), 

fosfolipasa C, Akt, Rho, e inhibición de la adenilciclasa (revisado en Choi et ál., 2010, Figura 5). 

Estas cascadas de señalización inducen multitud de respuestas celulares que incluyen 

proliferación, diferenciación, supervivencia y migración celular, cambios en el citoesqueleto y 

movilización de calcio intracelular, entre las más destacadas (Fukushima et ál., 2001; Goetzl et 

ál., 2002; Lynch y Macdonald, 2002; Ye et ál., 2002; Fujiwara et ál., 2003; Ankiler y Chun, 2004; 

Pilpel y Segal, 2006; Rhee et ál., 2006; Noguchi et ál., 2009; Choi et ál., 2010). El receptor LPA1 

muestra una alta afinidad para un amplio rango de especies de LPA, tanto ligadas a ácidos 

grasos saturados como a insaturados (Bandoh et ál., 2000).  

La participación del receptor LPA1 en el desarrollo normal así como en ciertas 

enfermedades o patologías es amplia, como en el dolor neuropático (traumatismo 
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craneoencefálico, o inflamación del sistema nervioso, Choi et ál., 2012), en trastornos 

psicopatológicos que tienen su origen en el neurodesarrollo como el autismo o la 

esquizofrenia (Hultman et ál., 1999; Brimacombe et ál., 2007; Byrne et ál., 2007; Castilla-

Ortega et ál., 2011a), en la hidrocefalia fetal (Yung et ál., 2011), en la obesidad (Ferry et ál., 

2003; Boucher et ál., 2005), el cáncer (revisado en Murph et ál., 2008), la fibrosis pulmonar 

(Tager et ál., 2008) y la fibrosis renal (Pradere et ál., 2007), entre otras. La tabla 3 detalla la 

participación de este receptor y del resto de los receptores de LPA, en algunas 

neuropatologías. Más adelante se detalla la participación de este receptor en determinados 

aspectos funcionales del sistema nervioso, por ser eje central de esta tesis. 

 

2.2.2 Receptor LPA2  

El receptor LPA2 se identificó mediante búsquedas en bases de datos de secuencias 

genéticas (GenBank®, http://www.ncbi.nlm.gov/genbank/), gracias a su elevada homología 

(aproximadamente un 60 %) con el receptor LPA1. Se trata de una proteína de alrededor de 39 

kDa de masa molecular y con 348 aminoácidos (Contos y Chun, 2000; Choi et ál., 2010). Su 

expresión está más restringida en ratones adultos y en humanos, en comparación con la que 

presenta el receptor LPA1  (ver tabla 2). Al igual que el receptor LPA1, el receptor LPA2 se 

expresa en el cerebro embrionario y su expresión disminuye considerablemente en el adulto. 

El receptor LPA2 se acopla a las proteínas Gα12/13, Gαi/o y Gαqi/11 activando las respuestas 

asociadas a estas vías (Ishii et ál., 2004, Figura 5). La activación del LPA2 se asocia a procesos 

de supervivencia, migración celular y cambios morfológicos (Choi et ál., 2010). Además, se ha 

asociado, junto con el receptor LPA3, con la invasión y  metástasis de células cancerosas de 

ovario, de endometrio, de mesotelioma y de colon (Shida et ál., 2003; Jeong et ál., 2008; Hope 

et ál., 2009). Asimismo, en estudios in vivo e in vitro, se ha demostrado su sobreexpresión en 

varios tipos celulares cancerígenos (Shida et ál., 2003; Kitayama et ál., 2004; Shida et ál., 2004, 

Lee y Yun, 2010). 

 Los ratones nulos para el receptor LPA2 no demuestran ninguna alteración de su 

fenotipo anatómico o cerebral (Contos et ál., 2000a). Esto indica que, a diferencia del LPA1, el 

receptor LPA2 no es tan esencial para el desarrollo normal del ratón. En este sentido, los 

dobles mutantes que carecen de ambos receptores expresan unas alteraciones muy similares 
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a las de los mutantes que carecen únicamente de LPA1. Por tanto, la ausencia de LPA2 no 

parece provocar ningún efecto patológico (Contos et ál., 2000a). Sin embargo, en modelos 

celulares usando fibroblastos procedentes de ratones LPA2-nulos, las células reducen las 

respuestas mediadas por el receptor, es decir, la proliferación, la movilización de calcio y la 

activación de las vías intracelulares asociadas. Además, en los fibroblastos que carecen de 

ambos receptores, estas respuestas se encuentran notablemente más reducidas que en las 

células que son nulas únicamente para alguno de ellos, lo que ha permitido concluir que los 

receptores LPA1 y LPA2 pueden actuar conjuntamente y mediar respuestas similares (Contos et 

ál., 2002). 

 

2.2.3 Receptor LPA3  

El receptor LPA3 se descubrió por técnicas de clonación basadas en PCR con uso de 

cebadores degenerados combinadas con búsquedas de homología de secuencias, siendo 

considerado, inicialmente, como un receptor huérfano. Se trata de un receptor acoplado a 

proteína G, de aproximadamente 40 kDa, que comparte un 50 % de aminoácidos con los 

receptores LPA1 y LPA2 (Bandoh et ál., 1999; Im et ál., 2000; Choi et ál., 2010). La expresión del 

receptor LPA3 se encuentra localizada, principalmente, en el pulmón, los riñones, los 

testículos, el sistema reproductor femenino, y en menor medida, en el cerebro (Choi et ál., 

2010, Tabla 2). En el útero, su expresión se relaciona con la fase de implantación del óvulo y se 

encuentra regulada por estrógenos y progesterona (Choi et ál. 2010). El receptor LPA3 se 

conecta a las proteínas Gαi/o y Gαqi/11 para mediar la activación de la vía de la fosfolipasa C, 

movilización de calcio, la activación o la inhibición de la adenilciclasa y la activación de MAPK 

(Ishii et ál., 2000, Figura 6). Este receptor presenta una mayor afinidad por las especies de LPA 

con ácidos grasos insaturados (18:1, 18:2, 18:3) (Bandoh et ál., 2000).  

Los ratones nulos para el receptor LPA3  son viables y normales en términos generales, 

pero las hembras presentan graves alteraciones en la reproducción, encontrándose afectada  

la implantación y localización del embrión, así como al tamaño de la camada (Ye et ál., 2005). 

Estos efectos posiblemente se deben a su papel en la implantación del óvulo, regulando las 

prostaglandinas, moléculas lipídicas cruciales en este proceso (Shah y Catt, 2005). Aunque el 

receptor LPA3 se expresa en algunas estructuras cerebrales como el hipocampo, la corteza 
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prefrontal y la amígdala, los datos disponibles hasta la fecha indican que los animales nulos 

para el receptor LPA3 no muestran ninguna alteración observable en el sistema nervioso 

(revisado en Choi et ál., 2010). 

ENFERMEDADES RECEPTOR FUNCIONES VALIDADAS 

Dolor 
neuropático 

LPA1 

Reducción de las respuestas al dolor a través de un mecanismo periférico 

(Inoue et ál., 2004; Inoue et ál., 2008; Xie et ál., 2008; Choi et ál., 2010; Nagai 

et ál., 2010)  

LPA3 Reducción de los niveles de LPA (Ma et ál., 2009)  

LPA5 
Reducción de las respuestas al dolor a través de un mecanismo distinto en el 
SNC (Lin et al 2012) 

Ictus Isquémico LPA1 

Aumento de los niveles de LPA o S1P en pacientes o modelos animales 
(Eichholtz et ál., 1993; Kimura et ál., 2008; Li et ál., 2008)  

Regulación al alza de LPA1 y LPA2 por lesión isquémica retiniana (Savitz et ál., 
2006)  

Disminución  de muerte de células ganglionares de  la retina por la hipoxia 
(Yang et ál., 2009)  

Neurotrauma 

Traumatismo 
craneoencefálico 

LPA1/2/3 

Aumento de LPA2 y parcialmente de LPA1 en astrocitos reacitvos en pacientes 
(Frugier et ál., 2011)  

Aumento de LPA2 o LPA3 en astrocitos reactivos o en neuronas después del 
daño  (Goldshmit et ál., 2010) 

Lesión de la 
médula espinal 

LPA1/2/3 
Aumento de LPA1 y LPA2 en astrocitos reactivos y LPA3 en neuronas tras el 
daño (Goldshmit et ál., 2010) 

Neuropsiquiátricas 

Esquizofrenia LPA1 

Inhibición prepulso, alteración de la síntesis de 5-HT y dimorfismos 
craneofacial en ratones nulos (Harrison et ál., 2003) 

Cambios neuroquímicos y bioquímicos relacionados con la esquizofrenia en 
los ratones nulos (Roberts et ál., 2005; Cunnigham et ál., 2006; Musazzi et ál., 
2011) 

Disminución de la regulación del LPA1 en pacientes (Bowden et ál., 2006)  
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Comportamiento    
disfuncional 

LPA1 

Alteración de la ansiedad, las alteraciones motoras y la memoria en los 
ratones nulos (Dash et ál., 2004; Matas-Rico et ál., 2008; Santín et ál., 2009; 
Castilla-Ortega et ál., 2010) 

Atenuación de la actividad locomotora inducida por la cocaína en ratones 
nulos (Blanco et ál., 2012) 

Defectos sobre la neurogénesis hipocampal en los ratones nulos en 
condiciones de estrés crónico (Castilla-Ortega et ál., 2010) 

Enfermedad de 
Alzheimer 

 

Disminución de la producción de LPA o S1P en pacientes (Umemura et ál., 
2006, Takasugi et ál., 2011) 

LPA reduce la muerte neuronal causado por la acumulación de β-amiloide 
(Zheng et ál., 2005)  

Trastornos del desarrollo 

Hipoxia fetal LPA1 

Atenuación de la desorganización cortical inducida por hipoxia en los ratones 
nulos (Herr et ál., 2011) 

Desarrollo del modelo de hidrocefalia fetal mediante la inyección de LPA en 
embrión  (Yung et ál., 2011) 

Hidrocefalia 
fetal 

LPA1 
Atenuación de la hidrocefalia fetal inducida por LPA en los ratones nulos 
(Yung et ál., 2011) 

Otros 

Convulsión 

LPA1/2 
Hiperexcitabilidad neuronal evocado por LPA o S1P (MacLennan et ál., 2001; 
Sim-Selley et ál., 2009; Trimbuch et ál., 2009; Chi y Nicol, 2010)  

LPA2 
Atenuación de la deficiencia mediada  por PRG-1 en las convulsiones en los 
ratones nulos (Trimbuch et ál., 2009) 

Fibrosis 
pulmonar 

LPA1 
Los niveles de LPA aumentan en el fluido broncoalveolar después de la lesión 
pulmonar (Tager et ál., 2008) 

Fibrosis renal LPA1 
El LPA está involucrado en la obstrucción del túbulo intersticial (Pradere et ál., 
2007) 

Obesidad LPA1 
Un mecanismo dependiente de LPA  ejerce un control paracrino sobre el 
crecimiento de preadipocitos a adipocitos (Ferry e tal., 2003; Boucher et ál., 
2005) 
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Tabla 3. Resumen de las funciones identificadas de los receptores de LPA en enfermedades 

relacionadas con el SNC y periférico. Tabla modificada de Choi y Chun, 2013. 

 

2.2.4 Receptor LPA4  

El receptor LPA4 está menos relacionado con los receptores clásicos de LPA y S1P, 

compartiendo mayor similitud con los receptores purinérgicos P2Y. Se trata de una proteína 

de 42 kDa de masa molecular y con 370 aminoácidos (Janssens et ál., 1997). Entre todos los 

tejidos examinados tanto en ratones como en humanos, el receptor LPA4 se expresa 

principalmente en el ovario, y en menor medida en menor medida, en el cerebro embrionario, 

el corazón, el timo y el páncreas, entre otros órganos (Tabla 2).  

Como ocurre con los otros receptores de LPA, el receptor LPA4 se acopla a las proteína 

Gα12/13, Gαi/o, Gαqi/11y Gαs (Lee et ál., 2007), mediando respuestas asociadas a estas vías de 

señalización como la esfericidad celular, la formación de fibras de estrés y la movilización de 

calcio intracelular (revisado en Choi et ál., 2010). Los ratones carentes del receptor LPA4 no 

presentan alteraciones evidentes (Lee et ál., 2008) aunque hay una disminución de la 

supervivencia prenatal causada por hemorragias asociadas con una formación anormal de los 

vasos sanguíneos. Además, el sistema linfático se encuentra igualmente afectado (Sumida et 

ál., 2010). Por último, el receptor LPA4 está implicado en la regulación de la osteogénesis (Liu 

et ál., 2010) pudiendo estar contrarrestando la osteogénesis mediada por el receptor LPA1 (Liu 

et ál., 2009). 

 

2.2.5 Receptor LPA5  

El receptor LPA5 se identificó por primera vez en el año 2006, a partir de un receptor 

huérfano de 41 kDa y 372 aminoácidos que demostró tener afinidad por el LPA (Kotarsky et 

ál., 2006; Joo et ál., 2007). Aunque es estructuralmente diferente a los receptores LPA1-3, 

comparte un 35 % de homología con el receptor LPA4. En ratón, el receptor LPA5 se expresa en 

numerosos tejidos y se ha detectado su expresión en cerebro embrionario de ratones 

sugiriendo un papel importante durante el neurodesarrollo (Ohuchi et ál., 2008). El receptor 

LPA5 se acopla a las proteínas Gα12/13 y Gαq (Lee et ál., 2006), induciendo la retracción de 
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neuritas, formación de fibras de estrés e incremento del calcio intracelular (Figura 5). 

También, provoca el incremento de los niveles de calcio intracelular, así como la acumulación 

de AMPc (Lee et ál., 2006). 

Los ratones nulos para el receptor LPA5 muestran una reducción del umbral 

nociceptivo y exhiben un fenotipo comportamental menos ansioso que los ratones normales, 

por lo que parece tratarse de un receptor fundamental en la regulación de la nocicepción y la 

hipersensibilidad al dolor, así como de la conducta emocional (Callaerts-Vegh et ál., 2012). 

 

2.2.6 Receptor LPA6  

El receptor LPA6 es el receptor de LPA más recientemente identificado y junto con el 

receptor LPA4 pertenece a la familia de receptores P2Y (Pasternack et ál., 2008). Este receptor 

se encuentra acoplado a la vía de señalización mediada por Gα12/13, interviniendo en la 

morfología celular y en la acumulación de AMPc (Yanagida et ál., 2009). Tiene mayor afinidad 

por las formas saturadas del LPA y necesita de concentraciones más altas (alrededor de 10 

µM) para tener un efecto, en comparación con la concentración del orden nanomolar 

necesaria para activar el resto de los receptores de LPA (revisado en Yanagida et ál., 2009). Por 

los estudios realizados, el receptor LPA6 parece estar implicado en el desarrollo del folículo 

piloso y en el crecimiento capilar siendo necesario para evitar la pérdida del cabello 

(Pasternack et ál., 2008; Shimomura et ál., 2009; Nahum et ál., 2011). 
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3. 

RECEPTOR LPA1 

 

3.1 Implicación del receptor LPA1 en  el sistema nervioso y en la conducta 

La expresión del receptor LPA1, tanto en ratones como en humanos, está ampliamente 

distribuida en diferentes tejidos y tipos celulares (Contos et ál., 2000; Ye et ál., 2002; Choi et 

ál., 2010, Tabla 2). Entre las funciones de este receptor en los diferentes sistemas, tiene 

especial relevancia las que lleva a cabo en el sistema nervioso. Durante el desarrollo del 

sistema nervioso, el receptor LPA1 se expresa en precursores neuronales localizándose en la 

zona subventricular embrionaria donde tiene lugar la neurogénesis cortical (Hecht et ál., 1996; 

Estivill-Torrús et ál., 2008, Figura 8). Tras el nacimiento, esa expresión disminuye pero 

continúa en los oligodendrocitos y las células de Schawnn, coincidiendo con la mielinización 

(Hecht et ál., 1996; Weiner et ál., 1998). La expresión de este receptor co-localiza, en dicho 

periodo, con la de la proteína mielínica básica (MBP, del inglés, myelin basic protein) y la 

proteína proteolipídica (PLP, del inglés proteolipid protein) (Allard et ál., 1998; Weiner et ál., 

1998; Handford et ál., 2001; Cervera et ál., 2002), lo que sugiere un importante papel en la 

regulación del proceso de mielinización (Stankoff et ál., 2002; Nogaroli et ál., 2009). Esta 

hipótesis se ha visto refrendada por el hecho de que los ratones carentes del receptor LPA1, 

muestran defectos en la diferenciación de los oligodendrocitos y la mielinización, debido a que 

este receptor es necesario para el adecuado transporte de las proteínas implicadas en la 

formación de la mielina (García-Díaz et ál., 2007). 

Asimismo, se ha detectado expresión de este receptor en neuronas adultas (Allard et 

ál., 1998; Fukushima et ál., 2002; Fujiwara et ál., 2003; Pilpel y Segal, 2006), y en células gliales 

como oligodendrocitos (Weiner et ál., 1998; Handford et ál., 2001), astrocitos (Tabuchi et ál., 

2000; Shano et ál., 2008) y microglía (Moller et ál., 2001; Tham et ál., 2003). En el hipocampo 

adulto, el receptor LPA1 se expresa en las neuronas piramidales de las áreas CA1-3 (Pilpel y 

Segal, 2006), en las células progenitoras (Rhee et ál. 2006; Matas-Rico et ál., 2008) y en las 

células gliales (Handford et ál. 2001). 
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 Figura 8. Expresión del gen Lpar1 en la zona subventricular del sistema nervioso central de 

embrión de ratón (E14). Corte sagital (A) y coronal (B). VL: ventrículo lateral, BO. Bulbo olfatorio, Est: 

Estriado, TA: Tálamo, P: Puente, CB: Cerebelo, M: Médula, TV: Tercer ventrículo (Hecht et ál., 1996). 

 

Buena parte de los estudios disponibles hasta la fecha, han sido realizados añadiendo 

de manera exógena fármacos reguladores del receptor, agonistas y antagonistas, cuya 

especificidad no es exclusiva del receptor LPA1, sino que, en una u otra medida, también 

actúan sobre el resto de receptores de la misma familia. No es sino hasta el desarrollo, 

caracterización y estudio de animales nulos carentes del receptor, cuando se tiene un 

conocimiento más concreto de su función, demostrándose, así, el papel primordial del 

receptor LPA1 en el neurodesarrollo, incluyendo el desarrollo cortical. El primer ratón nulo fue 

descrito por Contos et ál. (2000), obtenido mediante la deleción del exón 3 de los dominios 

transmembrana I-IV del gen Lpar1 que codificaba para el sitio de unión al ligando. Los 

principales déficits observados tras esa deleción fueron: alta mortalidad perinatal 

(aproximadamente un 50 %), debido probablemente a déficit olfatorios, alteraciones 

craneoencefálicas (con hocicos achatados y ojos más separados), menor tamaño corporal, 

hematomas frontales e incremento de  muerte celular en las células de Schwann del nervio 

ciático (Contos et ál., 2000; Weiner et ál., 2001). Además, sus neuroblastos presentaban 

menor proliferación, migración y esfericidad celular tras la administración de LPA (Contos et 

ál., 2000), lo cual indicaba que el receptor LPA1 mediaba estas respuestas celulares. Años más 

tarde, Harrison et ál. (2003) publicaron los resultados de otro ratón nulo para el receptor LPA1, 

siendo independiente del primero, y con el que compartía los defectos observados, sin 

mostrar anomalías estructurales significativas. La relevancia del estudio de Harrison et ál. 

(2003) fue que describió por primera vez alteraciones fenotípicas en relación al 

comportamiento. Estos ratones nulos para el receptor LPA1 presentaban una reducción de la 

actividad locomotora y un importante déficit en la inhibición pre-pulso del reflejo de 
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sobresalto. Además, presentaban un déficit en los niveles y el turnover de serotonina en 

numerosas áreas cerebrales que incluían la corteza frontal, el hipocampo, el hipotálamo y el 

núcleo accumbens, entre otras y por el contrario, un incremento en el estriado (Harrison et ál., 

2003).  En estudios posteriores del mismo grupo (Roberts et ál., 2005) se observaron que los 

animales carentes del receptor LPA1, presentaban otras anomalías neuroquímicas como la 

reducida liberación de ácido gamma-aminobutírico, GABA (del inglés, gamma-aminobutyric 

acid) y glutamato en el hipocampo, en respuesta a la estimulación. En este sentido, se ha 

descrito que el LPA aumenta la actividad de los receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA) en 

la sinapsis de las neuronas piramidales del hipocampo (Lu et ál., 1999), lo que sugiere una 

función del LPA en la plasticidad sináptica. En los últimos años, varios estudios han puesto de 

manifiesto que la ausencia del receptor LPA1 causa una reducción de las oscilaciones de la 

frecuencia alta, o gamma, en las capas superficiales de la corteza entorrinal, a nivel de 

hipocampo, así como del número de neuronas GABAérgicas (Cunningham et ál., 2006). Por 

esta razón, y con objeto de conocer mejor la especificidad de los defectos atribuidos al 

receptor, así como de determinar su validez como modelo neuropatológico, uno de los 

objetivos de esta Tesis Doctoral, pretende estudiar la restauración del sistema GABAérgico del 

hipocampo en los ratones carentes del receptor LPA1. 

Un estudio más reciente de Musazzi et ál. (2011) sobre sinaptosomas de hipocampo de 

ratones carentes del receptor LPA1, demostró que existe una desregulación de las 

subunidades alfa y beta de la proteína quinasa II dependiente de calcio y calmodulina (CaMKII, 

del inglés, calcium/calmodulin-dependent protein kinase II) a nivel sináptico, donde la enzima, 

que actúa como un regulador clave en la potenciación a largo plazo y la excitabilidad neuronal 

(Lisman et ál., 2002), modula la transmisión glutamatérgica. En dicho trabajo se demostró que, 

a nivel postsináptico, los ratones nulos para el receptor LPA1 mostraban cambios en la 

interacción de la enzima con los receptores glutamatérgicos ionotrópicos NMDA y de ácido 

alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiónico, AMPA (del inglés, α-amino-3-hydroxy-5-

methyl-4-isoxazolepropionic acid). Como consecuencia, los receptores AMPA mostraron una 

conductancia alterada y una reducción de la respuesta en las vías de señalización intracelular 

por NMDA (Lisman et ál., 2002). Asimismo, a nivel presináptico la carencia del receptor en 

estos animales genera una acumulación de los denominados complejos de proteínas SNARE, 

mediadores de la fusión de las vesículas sinápticas y que tienen relevancia en algunas 
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patologías como en la esquizofrenia (Lisman et ál., 2002). En relación con la modulación 

glutamatérgica hipocampal, es preciso señalar que la señalización mediada por LPA implica no 

solo al receptor LPA1 sino también al receptor LPA2, el cual se ha detectado en terminales 

presinápticos glutamatérgicos (Trimbuch et ál., 2009). Muchos de los mecanismos que regulan 

la formación de la memoria y la potenciación a largo plazo son activados y regulados por 

modificaciones en el estado de fosforilación de diferentes proteínas quinasas, como la quinasa 

activada por estímulos extracelulares, Erk (del inglés, extracelular signal-regulated kinases) y 

CaMKII cuya actividad puede ser también modulada por neurotransmisores como la 

serotonina (Cammarota et ál., 2008). De esta forma, el LPA por medio de sus receptores, 

principalmente el LPA1, confiere un importante papel sobre estos procesos.   

Por otra parte, durante la expansión de la colonia de la línea original nula para Lpar1 

(Contos et ál., 2000), nuestro grupo de investigación obtuvo, de manera espontánea una 

variante viable y estable que fue denominada Málaga (maLPA1, Estivill-Torrís et ál., 2008). 

Además de exhibir características morfológicas similares a sus predecesores, el análisis de la 

corteza cerebral de los ratones maLPA1-nulos reveló una neurogénesis alterada, con defectos 

en proliferación y diferenciación, que conllevaban un incremento de la muerte celular 

embrionaria y postnatal en las capas profundas corticales. Debido a ello, los ratones maLPA1-

nulos en edad adulta presentan una reducción de la masa y volumen cerebral con alteración 

de la densidad y la distribución de las neuronas de la corteza motora y sensorial (Estivill-Torrús 

et ál., 2008, Figura 9). Además de una mielinización defectuosa del SNC debido a una 

alteración en el transporte de las proteínas a la membrana celular para la formación de la 

mielina (García-Díaz et ál., 2007). Otro defecto fue sobre la neurogénesis hipocampal adulta, a 

nivel de la proliferación y la diferenciación celular, tanto en condiciones basales como tras la 

estimulación por la combinación de la exposición al enriquecimiento ambiental y al ejercicio 

físico voluntario. Además de esta reducción en neurogénesis, estaba afectada la supervivencia 

y la maduración dendrítica, demostrándose influencias específicas sobre los niveles de 

factores neurotróficos (Matas-Rico et ál., 2008). 

Recientemente, estudios desarrollados por nuestro grupo de investigación muestran 

que los ratones maLPA1-nulos presentan una hiperactividad neuronal a nivel hipocampal y 

prefrontal en condiciones basales, observados mediante la determinación de la proteína c-Fos 

(Castilla-Ortega et ál., 2012). Esta alteración podría estar relacionada con la transmisión 
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glutamatérgica hipocampal en ausencia del receptor, debido al patrón que muestran estos 

animales que se caracterizan por una alteración de la densidad y la actividad de varios 

receptores de glutamato (Musazzi et ál., 2011; Blanco et ál., 2012), una acumulación de los 

complejos de SNARE y un aumento de la fosforilación de la proteína CaMKII (Musazzi et ál., 

2011). También, puede estar relacionada con la fosforilación de la proteína de unión al 

elemento de respuesta al AMPc (CREB, del inglés, cAMP response element-binding), un 

importante promotor de la transcripción de c-fos en el hipocampo (Zhou et ál., 2006), o por 

otros factores de transcripción que pueden intervenir en la expresión de c-fos (Vanhoutte et 

ál., 1999). Otra evidencia destacable de los ratones maLPA1-nulos es la reducción del número 

de neuronas GABAérgicas que expresan proteínas ligadoras de calcio y el menor volumen de la 

amígdala (Pedraza et ál., 2013). 

Además de caracterizar la neurogénesis cortical durante el desarrollo, y la que tiene 

lugar en el adulto, a nivel hipocampal, y en relación a la plasticidad estructural, morfológica y 

neuroquímica, de los ratones maLPA1-nulos carentes del receptor, nuestro grupo de 

investigación también realizó un exhaustivo análisis neurológico de estos animales. Los 

resultados mostraron que la ausencia del receptor venía acompañada de déficits moderados 

de tipo olfativo, somestésicos y motores, sin presentar alteraciones funcionales en la retina ni 

en los potenciales evocados auditivos (Santín et ál., 2009). Estos déficits sensioriomotores 

observados, podrían deberse, al menos en parte, a las ya mencionadas alteraciones en el 

neurodesarrollo que afectan a la mielinización (Contos et ál., 2000; García-Díaz et ál., 2007) y a 

la organización de regiones cerebrales tales como el bulbo olfatorio (Contos et ál., 2000) y la 

corteza motora (Estivill-Torrús et ál., 2008).  
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Figura 9. Alteraciones morfológicas y defectos neuronales en los ratones nulos para el 

receptor LPA1. (A) Panel superior. Los ratones homocigotos de la variante Málaga LPA1-nulos (-/-), 

carentes del receptor LPA1, presentan menor tamaño corporal (izquierda), dimorfismo 

craneoencefálico (centro) y un cerebro de menor tamaño (derecha), por comparación con el fenotipo 
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silvestre (+/+)  (Estivill-Torrús et ál., 2008). Panel inferior. A nivel histológico, muestran menor grosor 

de la corteza cerebral y alteración de la celularidad (izquierda), causado por una alteración de la 

neurogénesis, mostrando una menor capa proliferativa (detectada por su inmunoreactividad al 

antígeno de proliferación nuclear, PCNA) y una maduración prematura (detectada por 

inmunoreactividad al antígeno betaIII-tubulina) que tiene lugar en la zona presuntamente proliferante. 

(B) Panel superior. En el animal adulto la expresión del receptor LPA1 se localiza en las fibras de mielina 

corticales radicales y del cuerpo calloso (cs) y en la zona del giro dentado (gd) del hipocampo 

(izquierda), donde se expresa en los precursores neuronales (derecha, arriba) como demuestra la co-

localización (merged) del receptor con el antígeno doblecortina, DCX, específico de progenitores 

neuronales inmaduros (derecha, abajo). La imagen central corresponde al animal nulo para el receptor, 

sin reactividad detectable para LPA1. Panel inferior. De igual manera la expresión de LPA1, es detectada 

a nivel de la  amígdala basolateral (bla). (C) A nivel hipocampal y en comparación con los animales 

normales o control, la ausencia del receptor genera una menor neurogénesis adulta (detectada por 

estudios con bromodesoxiuridina, BrdU) y una proliferación incompleta (detectada por la 

inmunohistoquímica para la doblecortina, DCX) en el giro dentado, particularmente tras la 

estimulación con enriquecimiento ambiental y ejercicio (Matas-Rico et ál., 2008; Castilla-Ortega et ál., 

2011) (D) Reducción de las subpoblaciones de neuronas GABAérgicas que expresan proteínas ligadoras 

de calcio en la amígdala en los ratones maLPA1-nulos carentes del recceptor. Cc: cuerpo calloso, ml: 

capa molecular, gcl: capa granular, sgz: zona subgranular, GD: giro dentado, PV: parvalbúmina, CR: 

calretinina, CB: calbindina, BLA: amígdala basolateral. Ce: centro lateral.  

 

En los últimos años, hemos descrito el fenotipo conductual de los ratones maLPA1-

nulos a través de una serie de pruebas conductuales examinando el comportamiento 

exploratorio, las conductas emocionales, la memoria relacional y aversiva, entre otras (Santín 

et ál., 2009; Castilla-Ortega et ál., 2010; Blanco et ál., 2012; Castilla-Ortega et ál., 2012; 

Pedraza et ál., 2013). La exhaustiva evaluación comportamental de estos animales ha venido a 

demostrar la relevancia de este ratón como modelo para el estudio de trastornos 

psicopatológicos, además de hacer evidente el papel que desempeña la señalización mediada 

por el receptor LPA1 en la conducta normal (revisado en Estivill-Torrús et ál., 2013). En 

consonancia con el trabajo inicial de Harrison et ál. (2003), en ausencia del receptor LPA1, y 

por comparación con el fenotipo silvestre, los ratones maLPA1-nulos manifiestan un claro 

déficit exploratorio cuando son expuestos a contextos espaciales novedosos en la prueba de 

campo abierto, así como un aumento del comportamiento de tipo ansioso en la prueba del 
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laberinto en cruz elevado permaneciendo más tiempo en los brazos cerrados del laberinto 

(Santín et ál., 2009). Una posible causa de estas anomalías, podría relacionarse con las 

deficiencias en el sistema serotorinérgico presentes en los ratones nulos para el LPA1, ya que 

esta carencia puede modificar e influir sobre las respuestas emocionales como la ansiedad, el 

estrés o la depresión (Parks et ál., 1998; Lopez et ál., 1999; Mueller y Beck, 2000; Belzung y 

Griebel, 2001; Joca et ál., 2007; Savitz et ál., 2009). 

Hasta la fecha, los estudios experimentales realizados por nuestro grupo de 

investigación muestran claramente la importancia del receptor LPA1 en el aprendizaje de 

tareas dependientes del hipocampo. En este sentido, hemos evaluado la capacidad del 

aprendizaje y la memoria espacial a través de la prueba del laberinto acuático de Morris. La 

ausencia del receptor LPA1 no parece causar un déficit general del aprendizaje espacial, al ser 

los ratones capaces de aprender a localizar la plataforma sumergida. No obstante, en el 

ensayo de prueba se observa que la memoria espacial a largo plazo de los ratones maLPA1-

nulos es notablemente deficitaria, no presentando una preferencia clara por la exploración del 

cuadrante en el que se encontraba la plataforma sumergida durante el entrenamiento. De 

forma complementaria, estos ratones exhiben un uso anómalo de las estrategias de búsqueda, 

con predominio de estrategias no espaciales y trayectos con bucles repetitivos (Santín et ál., 

2009). Estos resultados demuestran la importancia de este receptor en la memoria espacial y 

sugieren que la mejora del aprendizaje espacial inducida por la administración 

intrahipocampal de LPA (Dash et ál., 2004), puede deberse a la estimulación del receptor LPA1, 

y que en su ausencia provoca un déficit en la formación de la memoria espacial a largo plazo. 

Para profundizar en la relación ente el receptor LPA1 y la memoria espacial, también se 

estudió la ejecución de ratones carentes de este receptor en la prueba del laberinto de hoyos. 

En esta tarea, el animal es expuesto a un campo abierto que consta de una serie de hoyos 

reforzados y no reforzados, teniendo que aprender a visitar los hoyos que contienen el 

reforzador, evitar los que no los contienen y evitar repetir los hoyo que previamente habían 

visitados. Esta tarea permite evaluar de forma simultánea en una misma tarea, la memoria de 

trabajo y de referencia espaciales. Los resultados obtenidos muestran que los animales 

carentes del receptor del LPA1, presentan un grave déficit en la memoria de referencia 

espacial, déficit que fue mayor conforme aumentaba la dificultad de la tarea descrita (Castilla-

Ortega et ál., 2010). Complementariamente, se observa que durante la tarea de memoria de 
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trabajo, los ratones maLPA1-nulos cometen más errores que los ratones salvajes, pero sólo 

durante el primer día de entrenamiento. Este resultado se ha interpretado como un déficit 

para aprender las reglas de la tarea de la memoria de trabajo, un componente asociado, de 

nuevo, con la memoria a largo plazo de tipo espacial (Castilla-Ortega et ál., 2010). En este 

mismo estudio, y en consonancia con estudios anteriores, también se consta el incremento de 

las conductas de ansiedad y los problemas de habituación a largo plazo de la conducta 

exploratoria. El análisis de componentes principales (PCA) empleando variables relacionadas 

con la conducta exploratoria, emocional y de memoria, permite destacar la influencia de 

factores emocionales y/o exploratorios en los déficits de memoria observados, subrayando el 

papel del receptor LPA1 en la especificidad de los mismos (Castilla-Ortega et ál., 2010).  

Los estudios llevados a cabo hasta la fecha por nuestro grupo y otros equipos de 

investigación hacen pensar que, al igual que sucede con otros receptores en el sistema 

nervioso, la actividad de los receptores de LPA1 funciona a demanda. Así, en el hipocampo, la 

estimulación neurogénica mediante el ejercicio y el enriquecimiento ambiental es la que 

acaba por hacer evidente el requerimiento del receptor en los procesos que precisan de una 

respuesta neurogénica (Matas-Rico et ál., 2008).  De manera similar, moduladores negativos 

de la neurogénesis hipocampal, como el estrés, terminan por generar un cuadro dramático en 

ausencia de la vía de señalización por LPA1 (Castilla-Ortega et al, 2011; García-Fernandez et ál., 

2012) agravando el patrón neurogénico y conductual que, per se, mostraban los animales 

nulos (Castilla-Ortega et ál., 2010) y demostrando, una vez más, cómo la señalización por LPA1 

es capaz de regular de manera tan exquisita estos sistemas. 

Recientemente, también hemos extendido los estudios a otras pruebas 

comportamentales que dependen de la integridad del hipocampo. De este modo, hemos 

demostrado la importancia del receptor LPA1 en el establecimiento de la memoria episódica. 

En este sentido, observamos que los ratones carentes del receptor LPA1 no son capaces de 

aprender una tarea de memoria episódica, sin embargo, ejecutan correctamente tareas más 

simples como la discriminación de objetos en función de su grado de familiaridad o novedad 

(Castilla-Ortega et ál., 2012). Además, también hemos descrito la importancia del receptor 

LPA1 en el establecimiento de las asociaciones droga-contexto, una forma de memoria 

contextual dependiente del hipocampo (Blanco et ál., 2012). Así, los ratones maLPA1-nulos 

presentan alteraciones para establecer asociaciones entre un contexto y la administración de 
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cocaína, sin verse afectadas conductas asociadas al consumo crónico de cocaína 

independiente del hipocampo. Y por último, hemos vinculado por primera vez el receptor LPA1 

con la capacidad para extinguir asociaciones complejas y dependientes del hipocampo, en 

modelos de miedo condicionado contextual (Pedraza et ál., 2013). Estos resultados muestran 

que tanto la ausencia del receptor LPA1 como su bloqueo farmacológico afectan gravemente 

la capacidad de los animales para extinguir la memoria de miedo condicionado.  

En resumen, los estudios conductuales desarrollados hasta la fecha, demuestran la 

importancia del receptor LPA1 para el correcto desarrollo de tareas dependientes del 

hipocampo como la memorial espacial, la memoria episódica, el establecimiento de 

asociaciones droga-contexto o la formación/extinción de memorias aversivas. Basándonos en 

la necesidad de un hipocampo normal y funcional para que estas asociaciones se puedan 

desarrollar con normalidad, hemos propuesto que la ausencia del receptor LPA1 provoca una 

disfunción hipocampal severa y que ésta puede constituir la base fundamental que explique, al 

menos parcialmente, los déficits comportamentales observados en los ratones carentes de 

este receptor. Como se ha mencionado anteriormente, las numerosas alteraciones 

estructurales y funcionales presentes en el hipocampo de ratones nulos para el LPA1 (Roberts 

et ál., 2005; Cunningham et ál., 2006; Matas-Rico et ál., 2008; Castilla-Ortega et ál., 2011a; 

Musazzi et ál., 2011; Blanco et ál., 2012; Castilla-Ortega et ál., 2012; Pedraza et ál., 2013, Tabla 

4), podrían estar contribuyendo a los déficits conductuales descritos. 
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DÉFICITS DESCRIPCIÓN 

Sistema 
serotorinérgico 

Disminución de HT-5 en corteza, hipocampo, hipotálamo y núcleo accumbens  (Harrison 
et ál., 2003) 

Incremento de HT-5 en el estriado (Harrison et ál., 2003) 

Sistema 
GABAérgico 

Menor liberación de GABA (Roberts et ál., 2005) 

Menor número de neuronas  GABAérgicas en hipocampo (Cunnigham et ál., 2006) y en 
amigdala (Pedraza et ál., 2013) 

A nivel sináptico 

Desregulación de las subunidades α y β de CaMKII (Musazzi et ál., 2011) 

Acumulación de proteínas  SNARE a nivel presináptico  (Lisma et ál., 2002) 

Cambios en los receptores glutamatérgicos ionotrópicos NMDA y AMPA (Lisma et ál., 
2002) 

Factores de 
crecimiento 

Reducción de los factores de crecimiento (Matas-Rico et ál., 2008) 

Oscilación cerebral 
Reducción de las oscilaciones de frecuencias alta en las capas superficiales de la corteza 
entorrinal (Cunnigham et ál., 2006) 
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Tabla 4. Resumen de los déficits neuroquímicos, fisiológicos y conductuales presente en los 

ratones nulos para el receptor LPA1.  

DÉFICITS DESCRIPCIÓN 

Alteración de reflejos 
motores 

Fuerza neuromuscular disminuida  (Santín et ál., 2009) 

Equilibrio alterado moderadamente (Santín et ál., 2009) 

Reflejo de grasping alterado (Santín et ál., 2009) 

Inhibición prepulso 
No inhiben el reflejo de sobresalto ante un tono tras haberse presentado un tono 
previo (Harrison et ál., 2003) 

Neurológicos 

Déficit en olfacción (Contos et ál., 2000; Santín et ál., 2009) 

Somestesia (Santín et ál., 2009) 

Percepción de dolor neuropático (Inoue et ál., 2004) 

Reflejo de enderezamiento, funciones de la retina y audición preservadas (Santín et 
ál., 2009) 

Reducción de la 
exploración 

En contextos novedosos y familiares (Santín et ál., 2009) 

Memoria espacial a 
largo plazo 

Localización de la plataforma oculta en el laberinto acuático más lentamente.  

Menor empleo de estrategias espaciales en el último día y menor tiempo en el en 
cuadrante que contenía la plataforma en el ensayo de recuerdo (24 horas después) 
(Santín et ál., 2009) 

Incremento de la 
ansiedad 

En contextos novedosos: mayor respuesta de ansiedad cuando son expuestos por 
primera vez a contextos ansiogénicos  

En contextos familiares: incremento de la respuesta de ansiedad. Déficit de 
habituación de la ansiedad (Santín et ál., 2009) 

Memoria  

episódica 

No son capaces de hacer la tarea correctamente 

Realización de tareas más simples (Castilla-Ortega et ál., 2012) 

Miedo condicionado 
contextual 

Afectación de la capacidad de extinguir la memoria del miedo condicionado (Pedraza 
et ál., 2013) 
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3.2 Moduladores farmacológicos: agonistas y antagonistas de los receptores de LPA 

Por el papel que desempeñan no sólo en el desarrollo normal sino en numerosas 

patologías, la modulación farmacológica de los receptores de LPA resulta de un interés clínico 

evidente. Hasta la fecha, se han descrito diversos agonistas y antagonistas de los receptores 

de LPA (revisado en Choi et ál., 2010), dirigidos, principalmente, a los receptores LPA1-3 

aunque algunos experimentos recientes se han centrados en estudiar al receptor LPA4 (Jiang 

et ál., 2007; Gajewiak et ál., 2008, Tabla 5). Sin embargo, estos compuestos no son específicos 

para uno solo receptor y serían necesarios, por tanto, el desarrollo de fármacos agonistas y 

antagonistas más selectivos para cada subtipo de receptores. Los primeros trabajos que 

empezaron a estudiar moléculas que actuaran como antagonistas para los receptores de LPA 

mostraron que el ácido N-palmitoil serina fosfato y el ácido N-palmitoil tirosina fosfato no 

presentaban agregación de plaquetas en humano pero bloqueaban la actividad del receptor 

LPA1 en Xenopus (Sugiura et ál., 1994; Liliom et ál., 1996). Más tarde, ambas moléculas se 

describieron como agonistas parciales de los receptores de LPA en mamíferos (Hooks et ál., 

1998; Durgam et ál., 2005). Otro grupo de investigación introdujo el ácido N-acil aminoetanol 

fosfórico como un potente agonista con propiedad de agregación de plaquetas (Sugiura et ál., 

1994; Heise et ál., 2001). A partir de estos compuestos se fueron creando moléculas capaces 

de inhibir o incrementar las respuestas inducidas por el LPA endógeno a través de los 

receptores de LPA (Tabla 5). 

 La gran mayoría de los trabajos han basado la validación de los antagonistas en 

estudios in vitro, aunque hay algunos que sí lo han constatado en condiciones in vivo. Así, el 

antagonista AM966 para el LPA1 ha mostrado eficacia, tras su administración oral,  en la 

inhibición de la fibrosis de pulmón en un modelo de lesión con bleomicina (antibiótico que 

detiene el crecimiento de células cancerígenas) (Swaney et ál., 2010), y el antagonista para los 

receptores LPA1/3, Ki16425, ha demostrado ser un buen reductor de la metástasis de cáncer de 

mama en un modelo de tumor de injerto óseo (Boucharaba et ál., 2006).  

En la Tesis Doctoral que se presenta, se estudiará la inhibición, principalmente, del 

receptor LPA1 en condiciones in vivo a través de los dos antagonistas que muestran mayor 

afinidad para este receptor: el VPC32183, (éster del (S)-ácido monofosfórico-(2-octadeca- 9-

enoilamino-3-[4-(piridina-2-ilmetoxy)-fenil]-propil) éster), y el Ki16425, 3-4-[4-([1-(2-clorofenil) 
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etoxi] carbonil amino)-3-metil-5-isoxazolil] benzilsulfonil) ácido propanóico. El VPC32183 es un 

antagonista selectivo que inhibe al receptor LPA1 (Ki en rango 10-100 nM) y al LPA3 (Ki = 106 

nM) (Heasley et ál., 2004, Figura 10). El antagonista Ki16425 bloquea la acción del receptor 

LPA1 (Ki = 340 nM), LPA2 (Ki = 6500 nM) y LPA3 (Ki = 930 nM) (Ohta et ál., 2003, Figura 10). En 

una revisión realizada por Im et ál. (2010) se describen valores que mantienen órdenes de 

inhibición y afinidad similares con determinaciones para VPC32183 de ki = 109 nM para LPA1, y 

Ki = 175 nM para LPA3. En el mismo estudio, para Ki16425 muestra una Ki igual a 250 nM, 

5600 nM y 360 nM, para los receptores LPA1, LPA2 y LPA3, respectivamente. La inhibición de 

los receptores de LPA (LPA1-3) por parte de estos dos antagonistas tiene diferentes 

consecuencias a nivel celular, inhibiendo, lógicamente, las respuestas celulares inducidas por 

LPA, entre otras, la disminución del flujo de calcio intercelular inducida por LPA (Ohta et ál., 

2003; Dubin et ál., 2010; David et ál., 2012; Shin et ál., 2012), la inhibición de la respuesta de 

retracción de neuritas (Sato et ál., 2005) o la inhibición de la migración celular (Kim et ál., 

2008; David et ál., 2012).  

Por otra parte, nuestro estudio también contempla la administración central de 

moléculas agonistas para el receptor LPA1. El agonista más usado en la mayor parte de los 

trabajos publicados hasta la fecha es el oleil-LPA (18:1, 1-oleoil-2-hidroxi-sn-glicerol-3-fosfato) 

en su forma de sal sódica, o bien modificaciones estables de la misma, menos lábiles, como la 

que se usa en este trabajo. Este agonista presenta una mayor afinidad por el LPA1 respecto al 

resto, mostrando una concentración de eficacia media (CE50) de 11,7 nM (Heise et ál., 2001, 1-

10 nM según Choi et ál., 2010) y una eficacia máxima (Emax) de 100 nM, aunque también se 

une a los demás receptores pero con menor afinidad, en el orden de 10-100 nM (Choi et ál., 

2010, Tabla 5).  
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Tabla 5. Lista de algunos agonistas y antagonistas actuales para los receptores del LPA. Se 

representa los valores de EC50, IC50 y/o Ki siendo ++++< 1-10 nM; +++ 10-100 nM; ++ 100-1000 nM; + 

1000-5000 nM; +/- > 5000 nM; - ninguna actividad. Tabla modificada de Choi y Chun, 2013. 

 

 

 

 

 

 

 

COMPUESTO LPA1 LPA2 LPA3 LPA4 LPA5 LPA6 

Agonistas 

LPA (18:1) ++++ +++ +++ +++ +++ + 

T15 ++++ 
 

+++ 
   

Oleoyl-tiofosfato ++ ++ ++ 
   

Antagonistas 

DGPP 8:0 +/- - ++ 
   

VPC12249 ++ 
 

++ 
   

Ki16425 ++ +/- ++ 
 

- 
 

VPC32183 +++ 
 

++ 
   

Farnesil difosfato 
 

+ ++ + 
++++ 

(agonista)  
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) 
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(Antagonista LPA
1/3
) 

LPA (Agonista para los receptores LPA
1-6

) 

 

Migración celular Movilización de calcio Retracción de neuritas 
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Figura 10. Estructura química del agonista (oleil-LPA) y los antagonistas (Ki16425 y 

VPC32183)  de los receptores LPA. Los antagonistas Ki16425 y VPC32183 bloquean la acción de los 

receptores LPA1-3 (con mayor inhibición para el LPA1) causando la retracción de neuritas (Sato et ál., 

2005), inhibiendo la movilización de calcio intercelular (Shin et ál., 2012; David et ál., 2012; Dubin et ál., 

2010) y la migración celular (David et ál., 2012; Kyoung-Kim e tal., 2008). El agonista oleil-LPA activa las 

respuestas intracelulares de los receptores LPA1-6, si bien muestra la mayor afinidad para el LPA1, CE50 = 

11,7 nM y Emax = 100 nM (Heise et ál., 2001). Figura de los receptores de LPA adaptada de Choi et ál., 

2010. 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

Cada vez más disponemos de grandes estudios sobre el papel del ácido lisofosfatídico 

(LPA) en los procesos celulares (proliferación, migración, diferenciación celular, entre otros) y 

en numerosas patologías (aterosclerosis, cáncer, fibrosis renal o neuropatológicas como la 

hidrocefalia fetal, dolor neuropático, daño cerebral por trauma, esquizofrenia). El LPA actúa a 

través de receptores acoplados a proteínas G (LPA1-6) activando diferentes rutas de 

señalización internas. En las últimas décadas, se ha demostrado que la ausencia del receptor 

LPA1, en concreto, da lugar a ciertas anomalías en la estructura y plasticidad del hipocampo y 

de la amígdala. Esto es así ya que, en animales carentes de este receptor, presentan 

alteraciones en sistemas neuronales principales, como el sistema serotoninérgico, 

glutamatérgico y GABAérgico, aparte de mostrar reducción de las oscilaciones de las 

frecuencias altas en las capas superficiales de la corteza entorrinal. Como consecuencia, los 

efectos directos a estas alteraciones funcionales del hipocampo, principalmente, dan lugar a 

cambios conductuales que dependen de esta región, tales como la consolidación de la 

memoria a largo plazo, las respuestas de tipo ansiosas, o la actividad exploratoria. Los estudios 

desarrollados en los últimos años por nuestro grupo de investigación, han demostrado el 

papel que el receptor LPA1 desempeña la neurogénesis en desarrollo y la  hipocampal adulta, 

además de su importancia para formar memorias relacionales dependientes del hipocampo y 

su participación en la emocionalidad y la extinción de la respuesta de miedo. 

Con la información obtenida hasta el momento tenemos base suficiente como para 

abordar, en un paso más, el desarrollo de herramientas que nos permitan profundizar en los 

mecanismos de actuación del receptor LPA1, y, a su vez, modular y regular los defectos 

observados a objeto de validar terapias efectivas para nuestro modelo experimental con clara 

orientación, en última instancia, a la patología, en clínica. 

Las terapias celulares o los tratamientos farmacológicos están dirigidas a mejorar la 

calidad de vida de aquellos individuos que padecen de algunas patologías. Por tanto, 

basándonos en estas técnicas se planteó como primera hipótesis que la modulación 

farmacológica del receptor LPA1 es capaz de influir en los parámetros neurológicos afectados 

por la ausencia del receptor, demostrando con ello su participación específica. Así, la 
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modulación farmacológica en condiciones in vivo a través de dos antagonistas (VPC 32183 y 

Ki16425) y un agonista (LPA c18:1). Con ello, se confirmará el papel del LPA1 en los procesos 

de proliferación celular en la zona subgranular y subventricular, y diferenciación de las nuevas 

neuronas en el giro dentado, así como en la muerte celular y en la actividad neuronal. 

Además, a nivel conductual la administración farmacológica modulará el comportamiento 

emocional y los procesos de aprendizaje y memoria dependientes de la actividad del receptor. 

Como segunda hipótesis planteamos que la terapia celular con precursores de interneuronas 

GABAérgicos representa un tratamiento adecuado para restuarar el entorno neural deficitario 

del ratón carente del receptor LPA1 y, con ello, generar una mejora de respuesta conductual. 

Planteamos, por tanto, que el trasplante de precursores de interneuronas GABAérgicas 

derivados de la eminencia ganglionar medial deberá restaurar el circuito neuronal hipocampal 

en los ratones nulos para el LPA1 repercutiendo, con ello, a nivel conductual, lo que conllevará 

a una mejora de los parámetros de conducta evaluados, entre ellos los asociados a ansiedad, 

reduciendo las respuestas de tipo ansiosas.  

Para demostrar estas dos hipótesis, se dividirá por objetivos que se corresponderá con 

cada bloque experimental de esta Tesis Doctoral. 

1. Primer bloque experimental: Estudiar el papel del receptor LPA1 en animales normales 

administrados con antagonistas y agonista del mismo para: 

 

a) Determinar el efecto sobre el proceso de neurogénesis hipocampal y en la zona 

subventricular y verificar si el receptor LPA1 es un factor decisivo en la regulación 

de la misma. 

b) Determinar la muerte neuronal en los diferentes ambientes. 

c) Determinar la actividad neuronal a través de la expresión de la proteína c-Fos en 

el hipocampo.  

d) Determinar la expresión del receptor LPA1 y la proteína quinasa II dependiente de 

calcio y calmodulina.  

e) Estudiar la conducta bajo condiciones de bloqueo permanente del receptor LPA1. 

f) Estudiar la conducta bajo condiciones de sobreexposición del LPA exógeno. 
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2. Segundo bloque experimental: Estudiar el efecto del trasplante de precursores de 

interneuronas GABAérgicas en animales normales y carentes del receptor LPA1. Se 

evaluará las consecuencias del trasplante para: 

 

a) Determinar la supervivencia celular de las células trasplantadas en ambos 

genotipos. 

b) Determinar la diferenciación de los precursores neuronales trasplantados a 

interneuronas GABAérgicas maduras. 

c) Comparar el efecto del nicho hipocampal de los ratones normales y los ratones 

carente del receptor LPA1. 

d) Determinar el efecto de las nuevas interneuronas maduras, como nueva fuente 

de GABA, sobre la proliferación celular en el giro dentado del hipocampo. 

e) Estudiar la consecuencia del trasplante sobre la conducta emocional (ansiedad y 

depresión) y sobre la coordinación motora. 
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1.  

INTRODUCCIÓN 

 

El ácido lisofosfatídico (LPA), a través de los receptores de LPA (LPA1-6), actúa en 

multitud de procesos biológicos vitales. Sin embargo, más allá de estas funciones, la presencia 

de receptores de LPA en una amplia variedad de tejidos le confiere una especial importancia 

fisiopatológica. Así, como se ha mencionado en la introducción, son numerosos los estudios 

que relacionan de manera extensiva la vía de señalización mediada por el LPA con diversas 

enfermedades tales como el cáncer (revisado en Willier et ál., 2013), la aterosclerosis 

(revisado en Schober y Siess, 2012), la obesidad (Rancoule et ál., 2014), la pérdida del cabello 

(Pasternack et ál., 2008; Inoue et ál., 2011), la fibrosis pulmonar (Shea y Tager, 2012) o la 

fibrosis renal (Pradere et ál., 2007), entre otras. A nivel neural, se ha descrito su participación 

en el dolor neuropático (Inoue et ál., 2004; Ueda et ál., 2013), el desarrollo de hidrocefalia en 

el feto (Yung et ál., 2011), las alteraciones morfológicas inducidas por hipoxia fetal (Herr et ál., 

2011), el daño cerebral por trauma (Frugier et ál., 2011), el infarto cerebral (Li et ál., 2010) y la 

enfermedad de Alzheimer (Umemura et ál., 2006). También, se le ha vinculado con 

enfermedades psicopatológicas que presentan un origen en el neurodesarrollo como es el 

autismo o la esquizofrenia (Bowden et ál., 2006; revisado en Estivill-Torrús et ál., 2013). Desde 

las últimas décadas, la búsqueda de antagonistas selectivos para los receptores de LPA está 

teniendo mayor interés por sus implicaciones en el neurodesarrollo y en los procesos 

cognitivos. De esta manera, se podrían estudiar mejor tanto los mecanismos de acción de los 

diferentes receptores de LPA, como también, su modulación en situaciones patológicas, a 

objeto de valorar su relevancia como nuevas dianas terapéuticas. 

La ausencia del receptor LPA1 presenta grandes complicaciones tanto a nivel fisiológico 

como a nivel cognitivo. Nuestro grupo de investigación ha estado estudiando en esta última 

década, el fenotipo conductual y neuroquímico de la variante Málaga de los ratones carentes 

del receptor LPA1 (Estivill-Torrús et ál., 2008; Matas-Rico et ál., 2008; Santín et ál., 2009; 

Castilla-Ortega et ál., 2010; 2011a; 2012; Blanco et ál., 2012; García-Fernandez et ál., 2012; 

Pedraza et ál., 2013, para más detalle, ver el capítulo introductorio y la Tabla 4). Todos estos 

estudios han sido realizados, principalmente, mediante el uso del modelo animal nulo para el 
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receptor LPA1. Sin embargo, el complejo fenotipo mostrado por el animal nulo dificulta valorar 

el peso que, sobre numerosos defectos en el adulto, puede representar un desarrollo 

anómalo. Los estudios de nuestro grupo en esta década han sido exhaustivos y demuestran 

específicamente la implicación de este receptor en las funciones neuronales adultas. No 

obstante, a objeto de su aplicación en aproximaciones terapéuticas, contar con herramientas 

adicionales que permitan no sólo corroborar lo observado, sino la modulación de la señal en 

estados neuropatológicos, es una necesidad.  

Hasta la fecha, nuestro grupo de investigación ha demostrado el papel del receptor 

LPA1 en funciones cognitivas y emocionales, así como en la neurogénesis adulta asociada a 

estos procesos, además de trabajar con moduladores externos (estrés, ejercicio o 

enriquecimiento) que actúan reprimiendo o reforzando, según se tratara, el sistema. En este 

contexto actúa la vía de señalización por LPA, a demanda de la necesaria plasticidad cerebral 

(ver introducción). De particular interés ha sido el estudio de su papel en los mecanismos de 

estrés, habida cuenta de que representa una vía muy póxima, por la similitud de respuesta 

cerebral que desencadena, a los procesos depresivos, además de favorecerolos  (Lloyd et ál., 

1980, Folkman y Lazarus, 1986, Jayatissa et ál., 2006). 

Por todo ello, el objetivo de parte del trabajo experimental mostrado en esta Tesis no 

fue repetir los estudios de neurogénesis y conductuales realizados sobre el animal nulo 

porque, de hecho, son varios los autores que han trabajado ya en ese sentido a nivel 

farmacológico y además, el ratón nulo para el receptor LPA1 permite una especificidad 

funcional muy determinante. El objetivo fue ver si, con las funciones en neurogénesis y 

conducta que ya hemos atribuido al receptor LPA1, podemos avanzar un paso más y 

modularlas mediante el uso de fármacos reguladores, utilizando admnistración farmacológica 

continuada, seguida de análisis histológico y de nuevos estudios que permitan observar su 

conducta en relación a la ansiedad, la actividad exploratoria, la actividad locomotora, la 

memoria de trabajo o la conducta de afrontamiento pasivo o activo del animal, utilizando 

diferentes pruebas de comportamiento.  

 Por ello, en nuestro caso, se han administrado de manera crónica los antagonistas,  

VPC 32183 y Ki16425 (para más información sobre su capacidad inhibitoria para cada 

receptor, ver el capítulo introductorio) a fin de bloquear los receptores LPA. Este antagonismo 



Capítulo III: Modulación farmacológica del receptor LPA1 

53 
 

supone transformar un entorno neural normal en otro en el que no tener lugar la activación 

de las proteínas G acopladas a estos receptores: Gα12/13, Gαi/0, Gαqi/11 (Choi et ál., 2010), 

causando, por ello, una inhibición de las respuestas habituales cerebrales mediadas por los 

receptores LPA1-3. Así, este antagonismo generaría, cuanto menos, una disminución del flujo 

de calcio intercelular inducida por LPA (Dubin et ál., 2010; David et ál., 2012; Shin et ál., 2012), 

una inhibición de las respuestas de retracción de las neuritas (Sato et ál., 2005) y una 

disminución de la migración celular (Kim e tal., 2008; David et ál., 2012). Igualmente, se 

analizaron los efectos de la administración de un agonista del mismo receptor. Para ello se usó 

una molécula similar al oleil-LPA, el oleil-LPA c18:1, que consta de una modificación de 

estructura éster a éter a objeto de dotarle de propiedades no hidrolizables, evitando su pronta 

degradación y permitiendo así su disponibilidad en un medio durante un tiempo mayor, lo 

cual la hizo más adecuada para su administración crónica. 

La administración de los fármacos se llevó a acbo mediante la utilización de 

minibombas osmóticas Alzet® que liberaron de manera estable los fármacos mencionados. El 

efecto se valoró a diferentes niveles. Por una parte, se analizó su influencia en, la conducta a 

través de tres pruebas de comportamiento, realizadas a tiempo final de la administración 

crónica: campo abierto, laberinto en Y y test de natación forzada. La prueba de campo abierto 

permitió analizar las respuestas exploratorias y la locomoción, así como las conductas 

relacionadas con la ansiedad (Simon et ál., 1994; Crawley, 1999; Prut y Belzung, 2003; 

Lamprea et ál., 2008), la prueba de laberinto en Y se usó para estudiar la memoria de trabajo 

(Olton y Papas, 197; Mamiya y Ukai, 2001), y por último, en la prueba de natación forzada se 

analizararon las conductas de afrontamiento pasivo y activo que pueden estar asociadas con 

conductas depresivas (Cryan et ál., 2002a; Cryan et ál., 2002b; Mazarati y Wasterlain, 2002). 

También, a fin de establecer las posibles correlaciones de las respuestas comportamentales 

con los procesos de génesis neuronal, y con las áreas activas por el tratamiento farmacológico, 

se analizaron el efecto de los diferentes tratamientos sobre el proceso neurogénico en la zona 

subgranular del giro dentado del hipocampo y en la zona subventricular, así como la expresión 

de genes de activación temprana, a tiempo final del tratamiento. De manera rutinaria y a 

objeto de destacar factores asociados al propio procedimiento de la administración, se estudió 

si ésta podría ocasionar un proceso inflamatorio mantenido en la zona de implantación de las 

minibombas osmóticas Alzet®. 
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2.  

MATERIAL Y MÉTODOS 

 

2.1 Animales 

Para realizar el primer estudio de esta Tesis Doctoral, se utilizaron ratones derivados 

por retrocruzamiento (12 generaciones) de la cepa B6129SF2/J (www.jax.org) sobre el fondo 

mixto genético 129/c57. Estos animales proceden del cruce de hembras C57BL/6J con machos 

129S1/SylmJ, siendo, tras retrocruzamiento, el control más aproximado al fondo mixto sobre 

el que se obtuvieron los ratones Málaga nulos para el receptor LPA1. De esta manera se evitó 

la posibilidad de que el tratamiento farmacológico estuviera influido por un fondo 

genético/cepa diferente al del ratón nulo, permitiendo así la comparación de los resultados 

entre el antagonismo del receptor y su correspondiente nulo. 

 Se emplearon 54 animales, machos, con 3 meses de edad al inicio del experimento. Se 

dividieron al azar en 5 grupos experimentales: grupo control (vehículo) (n = 11); grupo 

antagonista VPC 32183 (n = 11), grupo antagonista Ki16425 (n = 11) y grupo agonista c18:1 

LPA a dos concentraciones diferentes (n = 11 para LPA a 20 nM; n = 10 para LPA a 200 nM). 

Los animales se estabularon en condiciones estándar, con acceso libre a comida y bebida, y 

con un ciclo de 12 h de luz/oscuridad (encendido de las luces a las 7:00 h). Tras la cirugía, los 

ratones se estabularon individualmente y durante los cuatro días anteriores al análisis 

conductual se manipularon durante 5 minutos al día en la habitación experimental, para 

adaptarse a las condiciones de las tareas. La evaluación del comportamietno se realizó entre 

las 9:00 y las 12:00 en una habitación con 300 lux de intensidad lumínica. Todos los 

procedimientos experimentales fueron aprobados por el comité ético de la Universidad de 

Málaga (CEUMA: 2012-0006-A; 2012-0007-A) y de acuerdo la normativa legal vigente: Real 

Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen las normas básicas aplicables para 

la protección de los animales utilizados en experimentación y otros fines científicos, 

incluyendo la docencia, Ley 32/2007, de 7 de noviembre, para el cuidado de los animales, en 

su explotación, transporte, experimentación y sacrificio (B.O.E. de 8 Noviembre de 2007), así 

como la Ley 9/2003, de 25 de abril (B.O.E. de 26 de abril de 2003), el Real Decreto 178/2004, 

de 30 de enero (B.O.E. de 31 de enero de 2004), y el Decreto 320/2010 (B.O.J.A. de 16 de julio 
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de 2010) en relación al uso de organismos modificados genéticamente, y la legislación en 

materia animal de acuerdo a las Directivas del Consejo de la Comunidad Europea 2010/63/UE, 

90/219/CEE, y Regulación (EC)nº1946/2003. 

 

2.2 Tratamiento farmacológico crónico 

 

2.2.1 Fármacos 

 Para realizar la dilución de los fármacos se utilizó como vehículo una solución de 

albúmina bovina sérica libre de ácidos (Sigma-Aldric Química S.L., Madrid; en adelante, Sigma-

Aldrich), a una concentración final del 3 % en suero fisiológico. En el grupo control, a los 

animales se les administró únicamente el vehículo. Para actuar sobre el receptor LPA1 se 

usaron los siguientes fármacos: 

a)  Antagonista VPC 32183, (éster del (S)-ácido monofosfórico-(2-octadeca-9-enoilamino-

3-[4-(piridina-2-ilmetoxi)-fenil]-propil), (Avanti® Polar Lipids Inc.; Alabaster, Alabama; 

Estados Unidos). Se administró a una concentración final de 20 nM. Se utilizó esta 

concentración debido a que su constante de inhibición (Ki) para el receptor LPA1 está 

alrededor de los (10-100) nM, en un orden de diez veces mayor afinidad respecto al 

receptor LPA3, en cuyo caso habría que trabajar con concentraciones de (100-1000) nM 

(Heasley et ál., 2004; Im et ál., 2010; Mirendil et ál., 2013).  

 

b) Antagonista Ki16425, 3-4-[4-([1-(2-clorofenil) etoxi] carbonil amino)-3-metil-5-

isoxazolil] benzilsulfonil) ácido propanóico (Selleck Chemicals LLC, Houston, Texas, 

Estados Unidos). Se usó a una concentración final de 400 nM, próxima a su Ki para el 

receptor LPA1 (Ki = 340 nM, Ohta et ál., 2003). 

 

c) c18:1 LPA ó 1-O-9-(Z)-octadecenil-sn-glicero-3-fosfato (en forma de sal amónica) 

(Avanti® Polar Lipids Inc.; Alabaster, Alabama; Estados Unidos). Se trata de un éter 

oleil-LPA estable, no hidrolizable y, al igual que el oleil-LPA, es insaturado de 18 átomos 

de carbono en su cadena y enlace doble en la posición 9 en configuración cis. Se utilizó 

a dos concentraciones, 20 nM, la cual estaba más cercana a la concentración de 

eficacia media (CE50) del oleil-LPA para el  receptor LPA1 (CE50 = 11,7 nM, Heise et ál., 
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2001; Choi et ál., 2010) y a 200 nM, 10 veces superior a dicha CE50 (Tabla 6). Para 

simplificar la nomenclatura y evitar repetir la especie molecular concreta de LPA, se 

mencionará en adelante en el texto como LPA. 

 

2.2.2 Minibombas osmóticas Alzet® 

 Para administrar por vía intracerebroventricular los fármacos a los animales, y hacerlo 

de manera continua, fiable, controlada y constante durante la duración del experimento, se 

recurrió al uso de minibombas osmóticas Alzet® modelo 1004 (Durect Corporation, Cupertino, 

California, Estados Unidos). Estos aparatos son unas bombas osmóticas de tamaño muy 

pequeño que se utilizan para la administración sistémica que se implantan bien por vía 

subcutánea, bien por vía intraperitoneal, pudiendo estar unidas a un catéter para la infusión 

intravenosa, intracerebral o intraarterial. Una vez implantada la minibomba en el animal, la 

administración se realiza de manera automática, lo que evita recurrir a programas de 

inyección repetidos, minimizando el estrés de los animales debido a dichas manipulaciones o a 

dosificaciones periódicas. 

 El funcionamiento de las minibombas consiste en crear una diferencia de presión 

osmótica entre una capa de la bomba, llamada capa osmótica, y el medio del tejido donde 

estará implantada en el animal. Esta diferencia hace que haya una alta osmolaridad en la capa 

osmótica haciendo que el agua fluya a través de la membrana semipermeable, que es la capa 

exterior de la bomba. A medida que va entrando el agua en la capa osmótica, se va 

comprimiendo el reservorio flexible (en el que previamente se habrá colocado la solución del 

fármaco) desplazando la solución por el tubo moderador de flujo, con una velocidad 

controlada y predeterminada según el modelo de la minibomba Alzet® (para más información 

visitar la página web www.alzet.com, Figura 11). 

 

 

 

 

http://www.alzet.com/
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 Figura 11. Representación de las partes que componen la minibomba osmótica Alzet®. 

Gracias a la diferencia de presión osmótica entre el interior de la minibomba y el lugar donde está 

implantado en el animal, se genera de manera automática, el flujo constante y controlado de los 

fármacos. 

 

 

 La velocidad de flujo está controlada por la permeabilidad del agua a través de la 

membrana exterior semipermeable. Por tanto, el flujo es constante e independiente del 

fármaco, u otras sustancias que se quiera administrar. La velocidad de flujo viene establecida 

por los fabricantes y en el caso del modelo 1004, la velocidad está fijada en 0,11 µl/h durante 

28 días. En cuanto a las dimensiones de la minibomba, ésta mide 1,5 cm de longitud, 

mostrando un diámetro de 0,6 cm, un peso (vacío) de 0,4 g y un volumen total de 500 µl. En 

nuestros experimentos, el volumen total administrado en el animal fue de 55,44 µl ((0.11 µl/h 

x 24h) x 21 días de tratamiento) y la dosis que se administró al día se expresó en µg de 

sustancia por Kg de peso animal por día, calculándola a partir de la siguiente fórmula:  

 Dosis del fármaco (µg/Kg/día) = (concentración del fármaco (mol/l) x peso molecular 

del fármaco (g/mol) x volumen administrado (l/h)) x 24 h/día x peso medio del ratón (Kg) 

Las dosis usadas para cada fármaco se detallan en la tabla 6. 
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Tabla 6. Resumen de los fármacos utilizados en las minibombas osmóticas Alzet® durante los 

21 días de tratamiento. La tabla recoge las concentraciones y la dosis  administrada al día para cada 

fármaco, la constante de inhibición (Ki) para los antagonistas VPC 32183 y Ki16425, y la concentración 

de eficacia media (CE50) para el agonista c18:1 LPA. En todos los casos se utilizó una solución de 

albúmina sérica bovina libre de ácidos grasos al 3 % en suero fisiológico. 

 

 Las minibombas osmóticas Alzet® se prepararon y activaron en condiciones de 

esterilidad 48 h antes de su implantación. Los pasos fueron los siguientes: 

1. Se colocaron 3 espaciadores (0,5 mm de grosor cada uno) en la aguja de la cánula de 

infusión cerebral (5 mm de longitud) para situar ésta a la altura del  ventrículo lateral del 

animal (3,5 mm de profundidad). Los espaciadores, una vez colocados en la aguja, se 

pegaron con pegamento de contacto rápido Loctite® para evitar que se obstruyese la 

entrada de la aguja (Figura 12). 

 

2. Se cortó un fragmento de tubo colector de, aproximadamente 3 cm, que se unió a la 

cánula de infusión cerebral y al tubo del moderador de flujo (es el tubo que une la 

minibomba osmótica con la parte de la cánula de infusión cerebral). Tras este paso, se 

llenó la minibomba con la solución del fármaco, empleando, para ello, la aguja 

suministrada en el kit y evitando las burbujas para no obstruir el sistema.  

 

3. Posteriormente, se procedió a llenar la minibomba osmótica con la solución del fármaco 

utilizando la misma jeringuilla (evitando siempre las burbujas), hasta que la solución 

FÁRMACOS
CONCENTRACIÓN

[nM]
DOSIS

(µg/kg/día)
Ki

[nM]
CE50

[nM]
ESTRUCTURA QUÍMICA

VPC32813 20 1,3 x 10-4

LPA1  ̴10-100
LPA3= 106 
(Im et al., 2010; Choi
y Chun, 2013)

Ki16425 400 20 x 10-3

LPA1=340
LPA2=6500
LPA3=930
(Otha et al., 2003)

c18:1 LPA

20 9,28 x 10-4 11,7

200 9,28 x 10-3 (Heise et al., 2001; 

Choi et al., 2010)
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rebosó por el orificio de la minibomba. Con cuidado, se ensambló la parte de la cánula 

de infusión cerebral con la minibomba. 

 

4. Una vez preparado, se sumergió el sistema de la minibomba a excepción de la cánula de 

infusión cerebral en un tubo de centrífuga de 50 ml con solución salina de cloruro sódico 

al 0,9 % estéril dejándolo incubar en una estufa a 37ºC durante 48 h previamente a la 

cirugía.  

 

  

Figura 12. Representación de los pasos a seguir para montar las minibombas osmóticas 

Alzet®. (1) En primer lugar, se deben colocar los espaciadores en la cánula de infusión cerebral para 

conseguir la longitud necesaria para acceder a la zona de interés. (2) En segundo lugar, se 

debenmontar el tubo colector conectándolo a la cánula de infusión cerebral y al tubo del moderador 

de flujo para llenar con la solución del fármaco. (3) Por último, se carga la minibomba con la solución y 

se ensamblan las dos partes. 

 

 

2.2.3 Diseño experimental 

El experimento se llevó a cabo durante 21 días. El primer día consistió en la 

implantación de las minibombas osmóticas Alzet® a los animales, y los días 17, 18, 19, y 20 se 

administró 5-Bromo-2-desoxiuridina (BrdU) a fin de valorar posteriormente los procesos 

proliferativos. El día 21 se llevaron a cabo las pruebas de comportamiento, en el siguiente 

orden de menor a mayor estrés causado al animal: campo abierto, laberinto en Y y test de 

natación forzada. Tras la última prueba se procedió en un grupo de animales, a la perfusión 

A B

C

3 cm

5 mm

1,5 cm
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vascular del animal con fijador para la obtención de los tejidos y órganos de interés; en otro, a 

la obtención de tejido fresco para la obtención de los extractos de (Figura 13). 

 

 

Figura 13. Esquema del protocolo experimental del tratamiento farmacológico crónico. El 

tratamiento con las minibombas osmóticas Alzet® fue un tratamiento largo, crónico, con una duración 

de 21 días. Los días 17, 18 y 19 se administró una dosis de BrdU, mientras que el día 20 se 

administraron tres dosis cada 3 horas.  

 

 

Las minibombas osmóticas Alzet® fueron implantadas por intracerebroventricular 

(ICV), en el ventrículo lateral del hemisferio cerebral izquierdo, mediante cirugía estereotáxica.  

Para la determinación de las coordenadas de inyección se utilizó el punto Bregma como 

referencia (punto de corte de la sutura sagital y la primera sutura transversal del cráneo), 

empleando el atlas estereotáxico de Paxinos y Franklin (2011). Las coordenadas fueron las 

siguientes: - 0,34 mm anteroposterior, + 1 mm lateral y + 2,3 mm de profundidad. Los 

animales fueron anestesiados intraperitonealmente y de acuerdo a su peso, con una solución 

de ketamina (80mg/Kg)/xilacina (12 mg/Kg) (Sigma-Aldrich) diluida 1:10 con suero fisiológico 

estéril. Se calcularon las dosis anestésicas para cada animal dependiendo de su peso. Tras 

comprobar que el animal estaba totalmente anestesiado (ausencia de respuesta a 

estimulación dolorosa), se le colocó en el aparato estereotáxico, encima de una manta 

eléctrica para mantener su temperatura corporal constante durante la cirugía. A continuación, 

se depiló la cabeza del animal con la crema depiladora VEET® (Reckitt Benckiser (España) S.L.; 

Granollers)  ayudado de un bastoncillo o con la hoja de una cuchilla con cuidado de no hacer 

Duración del tratamiento con minibombas
osmóticas Alzet®

Perfusión

1

Campo abierto

Test de natación forzada

Días del tratamiento

BrdU (100 mg/Kg) Laberinto en Y

17 20 21
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daño en la piel. Se limpió bien la zona con suero fisiológico, y se hizo una pequeña incisión con 

la cuchilla limpiando con suero fisiológico de nuevo.  

 Posteriormente, se localizó el punto de referencia Bregma para calcular las 

coordenadas ICV de implantación de la cánula de infusión cerebral (Figura 14). Con la ayuda 

de un puntero, de la misma longitud que la aguja de la cánula, se perforó, girando lentamente, 

el cráneo del animal. Se limpió bien la zona con suero fisiológico y se procedió a abrir la región 

medioescapular de la parte superior de la región torácica del ratón, en su espalda, para alojar 

la minibomba. Las minibombas osmóticas siempre quedaron colocadas en la región izquierda 

del animal para evitar que la posición de la misma pudiera influir en las pruebas de 

comportamiento. Por último, se procedió a colocar la aguja de la cánula en el orificio realizado 

en el cráneo con cuidado de no dañar las zonas internas del cerebro. El sistema de inyección 

(aguja con los separadores) se fijó al cráneo mediante el uso de pegamento de contacto rápido 

Loctite® teniendo precaución de no dañar los ojos del ratón. Una vez pegado, se cerró la 

herida con 3 puntos de sutura. Tras la cirugía, los ratones se mantuvieron debajo de una 

lámpara de luz roja para que no perdieran su temperatura corporal hasta recuperarse y, una 

vez que se despertaron, fueron trasladados y colocados individualmente en sus jaulas (Figura 

15).  

 

Figura 14. Implantación de la minibomba osmótica Alzet®. (A) La zona de la implantación de la 

minibomba corresponde a las coordenadas de -0,34 mm anteroposterior, +1 mm lateral y +2,3 mm de 

profundidad, con respecto a Bregma,  para alcanzar el ventrículo lateral (VL) del hemisferio izquierdo. 

(B) Corte sagital del cerebro del ratón que representa la sección coronal en el punto de -0,34 mm de 

Bregma. (C) Imagen de un ratón con el sistema de la minibomba osmótica implantada en el hemisferio 
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izquierdo quedando la minibomba en la parte superior izquierda de la región torácica. 

 

 

 Figura 15. Imágenes representativas de los pasos del protocolo de cirugía con el aparato 

estereotáxico. En orden numérco temporal se muestran los pasos importantes de la cirugía para 

implantar las minibombas osmóticas Alzet® para administración ICV en el hemisferio cerebral izquierdo 

de los animales.  

 

 

2.2.3.1 Administración de BrdU 

La bromodesoxiuridina (BrdU, Sigma-Aldrich) se administró intraperitonealmente 

durante 4 días consecutivos, inyectándose una dosis diaria, según peso del animal, de 75 

mg/Kg de BrdU, disuelta en suero fisiológico durante los días 17, 18 y 19, y 3 dosis adicionales 

durante el día 21. La BrdU es un análogo del nucleótido timidina que se incorpora en el ADN 

nuclear durante la fase S del ciclo celular y que se mantiene en el ADN de las células hijas, 

permitiendo su detección y estudio, características éstas que la han convertido en una 

herramienta imprescindible y ampliamente usada a la hora de estudiar el marcaje y 

seguimiento de las poblaciones proliferantes en los estudios de neurogénesis (Taupin, 2007). 

Para estudiar el impacto de la administración farmacológica sobre la proliferación celular, la 

administración de BrdU coincidió con los 4 últimos días del tratamiento.La perfusión vascular y 

fijación, previa a la obtención de los órganos de interés, tuvo lugar al día siguiente de la última 

administración de BrdU (Figura 13).  



Capítulo III: Modulación farmacológica del receptor LPA1 

64 
 

2.3 Pruebas de comportamiento 

Para analizar el efecto de la administración crónica de los fármacos (vehículo, VPC 

32183, Ki16425 y LPA) en conducta se optó por una serie de baterías de comportamiento 

experimentales que permitieran observar el efecto en conductas relacionadas con la ansiedad, 

la actividad exploratoria, la actividad locomotora, la memoria de trabajo o la conducta de 

afrontamiento pasivo o activo del animal. Se realizaron las pruebas de comportamiento en 

orden de menor a mayor estrés causado al animal, siendo éstas, campo abierto, laberinto en Y 

y test de natación forzada dejando pasar siempre media hora entre la exposición a cada una 

de ellas. 

Como se ha citado anteriormente, durante los cuatro días anteriores al análisis 

conductual se manipularon durante 5 mintuos al día en la habituación experimental, para 

adaptarse a las condiciones de las tareas. Cada grupo experimental estuvo formado por: 

control: 11 animales; VPC 32183: 11 animales; Ki16425: 11 animales; LPA 20 nM: 11 animales; 

LPA 200 nM: 10 animales.  

 

2.3.1 Campo abierto 

 Desde que Hall (1934) originalmente describiera el campo abierto para el estudio de la 

emocionalidad en ratas, ésta se ha convertido en una prueba de comportamiento de 

referencia en prácticamente todos los estudios de comportamiento que se realizan. La prueba 

consiste en la exposición repentina del animal a un área abierta, generalmente cuadrada, bien 

iluminada, y rodeada de paredes verticales y utiliza, como base, el comportamiento innato de 

los roedores tanto a explorar ambientes novedosos como a permanecer al resguardo de 

entornos abiertos. En sí, la prueba causa una confrontación forzada a un contexto nuevo para 

el animal, el cual, tiende, en condiciones normales, a permanecer en la zona de la periferia 

respecto a la zona central, que es una zona abierta, donde la exposición sin poder 

resguardarse de posibles peligros le provocará temor y mayor estrés. Al tiempo que 

permanece el animal en la periferia del campo abierto o área de la prueba, se le denomina 

tigmotaxis, siendo el incremento de la tigmotaxis indicador de angiogénesis; por el contrario, 

el aumento de tiempo de permanencia en dicha zona o bien la disminución de la latencia de 

entrada a la zona central son indicadores, generalmente, de ansiolisis. Se ha propuesto el 
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campo abierto, por ello, como una buena prueba para el estudio de la conducta relacionada 

con la ansiedad, aunque también con la actividad exploratoria, la locomoción y la sedación 

(Prut y Belzung, 2003). De hecho, el comportamiento relacionado con la ansiedad en el campo 

abierto es provocado por dos factores: por ser un test individual y por la agorafobia que se 

genera  (debido a que el área donde se realiza el test es de mayor tamaño en relación alárea 

de entorno del roedor en condiciones de estabulación) (Prut y Belzung, 2003). 

 Para nuestro estudio se utilizó una pista de prueba o un campo cuadrado fabricado en 

madera y de medidas  (50 x 50 x 38) cm (Figura 16). Los animales se colocaron en el centro del 

campo y su conducta fue grabada por una cámara digital durante 5 minutos. Para el análisis de 

las variables de la actividad locomotora (distancia recorrida y velocidad media) y del tiempo 

que permanecieron en el centro, se utilizó un sistema informático de análisis de imagen 

(Ethovision XT 5.0, Noldus Information Techonoly, Waningen, Países Bajos). Las conductas de 

valoración del riesgo (consistente en que el ratón estira su cabeza y patas delanteras hacia 

delante volviendo a su postura inicial sin que se de locomoción de sus patas traseras; medida 

en nº/min), acicalameinto o grooming (la acción en la que el ratón se lame o su piel o su cola; 

medida en nº/min), la defecación (medida como número de defecaciones en la pista al 

terminar el ensayo) y la exploración alzada o rearing (acción por la que el ratón se sostiene 

sobre sus patas traseras, alzándose, mientras que las delanteras pueden estar apoyadas o no 

en las paredes; medida en nº/min) fueron cuantificadas observacionalmente (se detalla más 

información sobre las conductas en la tabla 7). Para cuantificar el tiempo de permanencia en 

el centro de la pista, mediante el programa informático Ethovision XT 5.0 se dividió el campo 

abierto en 2 cuadrados, uno, que correspondería a la zona externa (separado a 8,3 cm de las 

paredes)  y otro en la zona interna (a 8,3 cm del otro rectángulo). Al finalizar con el ensayo 

realizado a cada ratón, la pista se limpiaba con una solución con etanol al 70 % y el ratón era 

devuelto a su jaula. 
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 Figura 16. Imagen del campo abierto utilizado para el estudio de la conducta de tipo ansiosa. 

Las medidas del campo abierto fueron 50 cm de lado por 38 cm de altura. Para analizar la tigmotaxis se 

dividió en 2 cuadrados con el programa Ethovision XT 5.0. 

 

CONDUCTA SIGNIFICADO 

Locomoción 
Es una medida de exploración del entorno. Suele ser elevada en ambientes nuevos y se 
reduce cuando el ambiente es conocido por el animal (Bothe et ál., 2004; Leussis y 
Bolivar, 2006). 

Tigmotaxis 
Es una frecuente medida de ansiedad que refleja la tendencia de los roedores a 
permanecer en la zona protegida por las paredes (periferia), por miedo a explorar el 
espacio abierto (Crawley, 1999; Simon et ál., 1994). 

Exploración 

alzada 

Se considera una medida de exploración y actividad general en el entorno, ya que el 
animal tiene una visión más completa del espacio al apoyarse en sus patas traseras. 
Sucede sobre todo en contextos nuevos y/o durante el aprendizaje espacial (p.ej. Es 
habitual la exploración vertical alzada sobre la plataforma del laberinto acuático, 
especialmente al principio de la tarea). Suele correlacionar con la locomoción (Fernandes 
et ál., 1999; Gross et ál., 2000; Lever et ál., 2006). 

Valoración de 

riesgo 

Es una conducta de defensa en la cual el animal valora la existencia de una amenaza. Sin 
embargo, también se ha relacionado con exploración, ansiedad y arousal (Ramos y 
Mormede et ál., 1998; Carola et ál., 2002; Carobrez y Bertoglio, 2005; Bertoglio et ál., 
2006; Lever et ál., 2006). 

Acicalamiento 

Se considera una medida de ansiedad, en función de su frecuencia y de la secuencia de 
conductas que lo componen (Kalueff y Touhimaa, 2004). Sin embargo, también son 
muchos los trabajos que otorgan al acicalamiento un significado independiente, que 
relacionan con el aseo o el arousal (Carola et ál. 2002; Ohl et ál. 2002). 

Defecación Se considera una medida de ansiedad (Kalueff y Tuohimaa, 2004), pero se cuestiona este 
significado (Lister, 1990). 

 

Tabla 7. Resumen del significado de las conductas registradas en la prueba de campo abierto. 

Las variables se registraron a lo largo de los 5 minutos de duración de la prueba para cada animal. 
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2.3.2 Laberinto en Y  

 Una de las formas más simples de aprendizaje espacial de los ratones es la capacidad 

de alternar sus respuestas al explorar un nuevo entorno. Esto quiere decir, que si un animal ha 

explorado un entorno será menos probable que vuelva a explorarlo y por tanto, alternará con 

otro entorno diferente. Este comportamiento se puede asemejar al que el ratón pudiera tener 

en la naturaleza al buscar nuevas fuentes de alimentos (Sanderson y Bannerman, 2012). Por 

ello, el comportamiento de alternancia que tiene lugar en el laberinto en Y se ha relacionado 

con la memoria de trabajo espacial (Olton y Papas, 1979), tarea ésta en la que es esencial. 

 El hipocampo es una región que es esencial para la memoria espacial (Roberts et ál., 

1962; Olton y Papas, 1979; Rawlins y Olton, 1982; Bannerman et ál., 1999), aunque si bien es 

cierto que existe cierta discrepancia respecto a si ésta región es necesaria  para representar la 

ubicación de los brazos del laberinto o bien para la recuperación de la memoria de que ya se 

había visitado antes ese lugar (Sanderson y Bannerman, 2012). Uno de los aspectos 

interesantes de esta prueba es poder testar la memoria de trabajo, habida cuenta de sus 

implicaciones patológicas, ya que en humanos los déficits en la memoria de trabajo se han 

relacionado con la esquizofrenia (Goldman-Rakic, 1994), demencia (Morris y Baddeley, 1988) y 

con los trastornos del desarrollo como el trastorno de hiperactividad y el déficit de atención 

(Barkley, 1997). 

El aparato consistió en un laberinto de 3 brazos, con forma de Y, construido en madera 

de color blanco, siendo las medidas por brazo 40 cm de largo por 4,5 cm de ancho por 14 cm 

de alto (Figura 17). La iluminación fue constante e igual en cada brazo. Los ratones se 

colocaron en el brazo de salida (cualquiera de los brazos) y se les permitió moverse libremente 

por el laberinto durante 8 minutos. La conducta de los animales se grabó con una cámara 

digital y posteriormente se analizó la actividad locomotora (distancia recorrida y velocidad 

media) mediante el sistema informático de imagen (Ethovision XT, Noldus, Information 

Techonoly, Waningen, Países Bajos). Se registró el número de entradas en los brazos para 

calcular el porcentaje de alternancia, definido como: [nº de alternancias correctas/(nº  total de 

entradas en los brazos-2)] x 100 (Maurice et ál., 1994; Mamiya y Ukai, 2001). Para cuantificar 

las alternancias correctas, se denominó al brazo de salida como A, otro brazo como B y el 

tercer brazo como C. Se anotó la secuencia que realizaba cada animal, separándolas en 
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triadas. Cada triada empezaba por el primer brazo al que acudió el animal, seguido de las dos 

siguientes entradas a cualquiera de los brazos (Figura 18). De esta manera, y considerando la 

tendencia natural del animal para no repetir la exploración en un mismo brazo, el porcentaje 

de alternancia fue un indicador del índice de memoria de trabajo del ratón (Mamiya y Ukai, 

2001). Al finalizar con cada ensayo, se limpiaba el laberinto con una solución con etanol al 70 

% y el ratón era devuelto a su jaula. 

 

Figura 17. Imagen de la prueba del laberinto en Y. Los animales se colocaron en el brazo de 

salida, al cual se le denominó A (cualquiera de los 3 brazos, siendo el mismo para todo los ratones) y 

pudiendo optar por ir a un brazo, denominado B, o al otro, denominado C, convirtiéndose en familiar al 

igual que el brazo de salida, por lo que en el siguiente movimiento, el ratón, presumiblemente, optaría 

por acudir al brazo que le quedaba por explorar. Con ello, y asignadas triadas de elección de brazo, se 

calculó el porcentaje de alternancia, directamente relacionado con la memoria de trabajo espacial 

(Olton y Papas, 1979). 

 

 Figura 18. Ejemplo sobre cómo calcular el porcentaje de alternancia en el laberinto en Y. 

Tomando como ejemplo que el animal realizó 11 entradas en total durante los 8 minutos, se anotó la 

secuencia de alternancia que hizo. Se fueron cuantificando las alternancias en triadas (A-B-C) que 
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realizaba el animal a los 3 brazos del laberinto partiendo de la última entrada. El porcentaje de 

alternancia se calculó a partir de la ecuación dada en el ejemplo (Maurice et ál., 1994; Mamiya y Ukai, 

2001).   

 

 

2.3.3 Test de natación forzada 

 El comportamiento de afrontamiento pasivo y activo se analizó a través de una de las 

pruebas más comúnmente usada en el estudio sobre el trastorno de depresión, el test de 

natación forzada (Porsolt et ál., 1977a, b; Porsolt et ál., 1979; 1997). Para ello, se utilizó el 

protocolo descrito por Cryan et ál. (2002 a, b) en el que se introduce al animal en un cilindro 

transparente (de medidas 30 cm de altura y 10 cm de diámetro) lleno de agua, a 23 ± 1ºC, 

hasta 15 cm de altura. El agua fue cambiada para cada animal en cada prueba. El animal se 

introdujo cuidadosamente en el cilindro y se grabó con una cámara digital durante 6 minutos. 

Se analizó, por observación directa, la primera latencia de inmovilidad (s) y, durante los 4 

últimos minutos, se analizaron el porcentaje de inmovilidad, definido como una conducta 

pasiva en la que el animal  deja de nadar y sólo se mueve para flotar en el agua manteniendo 

la cabeza por encima del agua (Petit-Demouliere et ál., 2005), el porcentaje de natación y el 

procentaje de escalada (definidas como conductas de escape en las que el animal nada 

vigorosamente con las cuatro patas, trepa verticalmente por las paredes del cilindro y bucea). 

La inmovilidad puede reflejar tanto un fallo para permanecer en las conductas dirigidas al 

escape como el desarrollo de la conducta pasiva frente a formas activas de afrontamiento de 

estímulos estresantes  (Cryan et ál., 2002 a y b, Figura 19).  



Capítulo III: Modulación farmacológica del receptor LPA1 

70 
 

 

 Figura 19. Imágenes representativas de las conductas analizadas en el test de natación 

forzada. La conducta pasiva se refiere al animal inmóvil, realizando sólo movimientos para mantenerse 

flotando. Las conductas de escape se definen como natación y escalada (el animal trepa vigorosamente 

por las paredes del cilindro). 

 

 

2.3.4 Análisis estadísticos 

 Los datos obtenidos en las pruebas de comportamiento fueron analizadas a través de 

ANOVA de una vía comparando los grupos correspondientes a los distintos fármacos 

administrados  (VPC 32183, Ki16425 y LPA) con el grupo control (administrado con el 

vehículo). Cuando en el ANOVA la F resultó estadísticamente significativa, se aplicó para las 

comparaciones inter-grupos, la prueba de Fisher de significación a posteriori (post hoc) que 

establece la mínima diferencia significativa (LSD, del inglés Least Significant Difference). En 

cualquier caso, sólo se consideraron significativas las probabilidades iguales o menores al 

valor  0,05 (p ≤ 0,05). Los análisis se realizaron con el software STATISTICA 7.1 (Stat Soft Inc., 

Oklahoma, Estados Unidos). El error estándar de la media (SEM, del inglés, Standard Error of 

the Mean) de cada grupo se calculó dividiendo la desviación típica entre la raíz cuadrada del 

número de sujetos. 
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2.4 Técnicas inmunohistoquímica: neurogénesis, actividad neuronal y muerte celular 

 

2.4.1 Fijación, corte y seriado del tejido 

Como paso previo a la detección mediante inmunohistoquímica, los cerebros de los 

ratones analizados se fijaron por perfusión intravascular seguida de 48 h de postfijación para, 

posteriormente, usarse para la obtención de secciones en congelación y su posterior 

procesameinto. Cada grupo experimental para el estudio histológico estuvo formado por 6 

animales. 

Para ello, se anestesió al animal de acuerdo a su peso, mediante una dosis 

intraperitoneal de solución anestésica (ketamina (80 mg/Kg)/xilacina (12 mg/Kg); Sigma-

Aldrich), suficiente para que el ratón no demostrara reflejos ante la estimulación dolorosa. 

Una vez anestesiado, el animal se situó en posición de cúbito supino y se practicó una incisión 

en el torso, cortando el diafragma y exponiendo el corazón. Se insertó una cánula en el 

ventrículo izquierdo conectada a una bomba de perfusión (modelo D-25V, DINTER SA–DINKO 

Instruments, Barcelona) y se seccionó la aurícula derecha para permitir el vaciado sanguíneo 

del animal. En primer lugar, se administró una solución de lavado, tampón fosfato salinon 0,1 

M a pH 7,4 (PBS, del inglés, Phosphate Buffer Saline, Anexo I) durante, aproximadamente, 15 

minutos, seguida de una solución fijadora de peryodato-lisina paraformaldehido (PLP; McLean 

y Nakane, 1974; Anexo I) durante, aproximadamente, otros 15 minutos. Tras la perfusión, el 

animal se decapitó y se procedió a la extracción del cerebro. Los cerebros se sometieron a 48 

h de postfijación en el mismo fijador, PLP, a 4ºC y en agitación suave. Después de las 48 h y 

previamente a su corte se realizó una criopreservación del cerebro mediante inmersión en una 

solución de sacarosa (Panreac Química S.A.U; Barcelona; en adelante, Panreac,  Anexo I) al 30 

%, para evitar que éste se dañara con las bajas temperaturas. La criopreservación se consideró 

efectiva cuando la pieza de tejido se hundió definitivamente en el fondo del bote con la 

solución, de manera estándar, se consideró una semana.   

 Transcurrido ese tiempo, se tomó cada cerebro y se separaron los hemisferios para 

realizar, por una parte, el estudio de neurogénesis, muerte celular y actividad neuronal, 

contralateral, en el hemisferio derecho evitando así la zona de la administración directa del 

fármaco; y el estudio de control de ausencia de respuestas inflamatorias o gliales asociadas a 

la inyección, ipsilateral, en el hemisferio izquierdo, donde estuvo implantada la cánula de 
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infusión cerebral de la minibomba osmótica Alzet®. Para la sección del tejido se utilizó un 

micrótomo de congelación (Modelo Microm HM460, Microm Laborgerate S.L., Barcelona; 

parte de Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). Se 

obtuvieron cortes coronales de cerebro, conteniendo tanto ventrículos laterales como  

hipocampo, de 50 µm de grosor y distribuidos en cuatro series equivalentes (1/4, espaciadas 

en 200 µm) que fueron colocadas en placas de 24 pocillos con PBS 0,1 M, pH 7,4 (Figura 20). 

Para ello, los cerebros se colocaron sobre una capa de O.C.T (Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound; 

Sakura Finetek Japan Co., Japón) en la placa de corte del micrótomo de congelación y se 

fueron cubriendo poco a poco con solución crioprotectora de sacarosa al 30 % (Panreac), 

hasta congelarse. Los cortes se depositaron en los pocillos (conteniendo PBS 0,1 M, pH 7,4) de 

una placa de 24 pocillos convencional, de fondo plano. Una vez cortado el tejido, o bien se usó 

inmediatamente, o bien se colocaron las secciones, en el mismo orden de cada pocillo, en 

microtubos de centrífuga de 1,5 ml conteniendo una solución crioprotectora (Anexo I) para, 

así, guardarlo a - 80º C hasta su uso. 

 

 

 

 Figura 20. Corte y seriación. (A) Microtomo de congelación utilizado para cortar el tejido. Tras 

adherir el cerebro al soporte con una capa de O.C.T, se iba congelando gradualmente con sacarosa al 

30 %. Las secciones se recogieron con un pincel para depositarlas, después, en una placa de 24 pocillos. 

(B) Seriación del tejido: cada fila de la placa incluía una de las 4 series de tejido equivalente (S1-S4). Los 

números de cada pocillo correspondieron al orden en el que se fueron colocando las secciones (tras 

llegar al pocillo nº 24, se continuó con el nº 1). 
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2.4.2 Inmunohistoquímica 

 Para la detección de los antígenos y moléculas marcadoras de interés, se empleó 

inmunohistoquímica. Esta técnica de detección se basa en la afinidad de los anticuerpos por 

moléculas con capacidad antigénica (Peinado et ál., 1996). Para la evaluación de la 

neurogénesis, actividad neuronal (contralateral) y el proceso de inflamación (ipsilateral), se 

realizó la determinación inmunohistoquímica de los siguientes marcadores que se resumen, 

además en la tabla 8: 

BrdU (5’-bromo-2’-desoxiuridina) es un análogo sintético del nucleótido timidina. Tras 

su administración por vía intraperitoneal se incorpora (aproximadamente a lo largo de las 2 h 

siguientes a su administración), en el ADN nuclear de las células que se encuentran en 

proliferación, concretamente en la fase S, permaneciendo en su material genético y 

permitiendo así su seguimiento y destino, detectándose igualmente en las células hijas  

(Taupin, 2007). Como se ha comentado en el apartado anterior, los animales se sacrificaron un 

día después de la última inyección de BrdU para evaluar la proliferación celular. 

DCX (Doblecortina, del inglés, X-linked gene doublecortin) es una proteína de unión a 

microtúbulos que interviene en la reorganización axonal, la sinaptogénesis y la migración 

celular durante el neurodesarrollo, siendo considerada como marcador de neuronas 

inmaduras (Nacher et ál., 2001). En el hipocampo adulto, se expresa en las neuronas jóvenes 

de la zona subgranular (ZSG), desde que la célula postmitótica elige el fenotipo neuronal (a las 

pocas horas después de la división) hasta que madura en neurona adulta a las 3-4 semanas, 

hallándose su máxima expresión entre los 7 y 14 días (Brown et ál., 2003). Inicialmente, las 

células DCX+ tienen una morfología unipolar o bipolar con procesos muy cortos o inexistentes, 

orientados horizontalmente, de forma paralela a la ZSG. En estas primeras etapas, las DCX+ 

tienen capacidad de proliferación y dan lugar a otras nuevas neuronas. A partir de una 

semana, extienden sus axones en vertica, radialmente, hacia el área 3 de cuerno de Ammon 

del hipocampo (CA3) y su árbol dendrítico aumenta progresivamente en complejidad. A partir 

de una o dos semanas, estas células DCX+ parecen intervenir en procesos de memoria y 

aprendizaje hipocampal (Brown et a., 2003; Christie y Cameron, 2006; Leuner y Gould, 2010). 

En este trabajo, la DCX se utilizó para evaluar el número de neuronas jóvenes en la ZSG. 
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c-fos es un proto-oncogén celular perteneciente a la familia de factores de 

transcripción de genes de expresión temprana. La proteína c-Fos se expresa rápidamente en 

neuronas cuando son estimuladas (Berghorn et ál., 1994) por lo que es un potente indicador 

para identificar la activación neuronal (Sagar et ál., 1988). Su aplicación al estudio de 

neurogénesis hipocampal está bien documentada y ha permitido realizar, entre otros, análisis 

de neurogénesis en giro dentado para correlacionar la actividad de las poblaciones del giro 

dentado con aprendizaje y memoria (Stone tal., 2011), estudios de procesos epigenéticos 

reguladores de funciones cognitivas dependientes de hipocampo (Reul et ál., 2009; Trollope et 

ál., 2012), o, desde nuestro grupo de investigación, activación hipocampal en giro dentado 

frente a estudios de memoria episódica (Castilla-Ortega et ál., 2012). 

La proteína c-Fos presenta un dominio de unión a ADN de tipo cremallera de leucina, 

así como otro dominio de transactivación en el extremo C-terminal (van Straaten et ál., 1983). 

La fosforilación efectuada por MAP quinasas, PKA, PKC o cdc2 altera significativamente la 

actividad y la estabilidad de c-fos (Yang et ál., 1999). Los miembros de la familia c-Fos 

dimerizan con la proteína c-Jun para formar el factor de transcripción de la proteína 

activadora 1, el cual activa la transcripción de numerosos y diversos genes implicados en todos 

aquellos procesos relacionados con la proliferación y la diferenciación celular con el fin de 

evitar procesos de invasión y daño celular (Ubeda et ál., 1999). 

GFAP (Proteína Glial Fibrilar Ácida, del inglés, Glial Fibrillar Acidic Protein) es una 

proteína de los filamentos intermedios (constituyentes del citoesqueleto) que es característica 

de los astrocitos maduros (Eliasson et ál., 1999) y por tanto, en el hipocampo, se expresa en 

las nuevas células de la ZSG que se diferencian en astrocitos (Steiner et ál., 2004). La GFAP 

también se expresa en las células radiales precursoras de la ZSG que proliferan para dar origen 

a las nuevas neuronas o células gliales. Curiosamente, estas células progenitoras no sólo 

expresan GFAP en reposo sino también cuando entran en el ciclo celular, en la fase de mitosis 

(Seri et ál., 2004). Es posible distinguir la célula precursora del astrocito porque, aunque 

ambas expresan GFAP, el precursor presenta una morfología radial mientras que el astrocito 

posee morfología estrellada (Seri et ál., 2004; Steiner et ál., 2004). La expresión de GFAP 

desaparece si la célula postmitótica elige el destino neuronal (Steiner et ál., 2004). En nuestro 

caso se usó como marcador astrocitario, a fin de poder determinar si la lesión causada por la 

http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Dominio_de_uni%C3%B3n_a_ADN&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Cremallera_de_leucina
http://es.wikipedia.org/wiki/Transactivaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/C-terminal
http://es.wikipedia.org/wiki/Fosforilaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=MAP_quinasas&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna_quinasa_A
http://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna_quinasa_C
http://es.wikipedia.org/wiki/Cdc2
http://es.wikipedia.org/wiki/C-Jun
http://es.wikipedia.org/wiki/Factor_de_transcripci%C3%B3n_AP-1
http://es.wikipedia.org/wiki/Factor_de_transcripci%C3%B3n_AP-1
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colocación de la cánula podía generar astrogliosis generalizadas o limitarse a la reacción 

astroglial en la cicatriz dejada por la aguja en el momento de la inyección 

CD3 es un complejo de proteína de superficie expresada en los linfocitos T y está 

compuesta por 4 cadenas diferentes. En los mamíferos, el complejo contiene una cadena 

CD3γ, una cadena CD3δ y 2 cadenas CD3ε, las cuales se asocian con el receptor T  y la cadena ζ 

formando un complejo que desencadena la señal de activación de los linfocitos (Zarcone et ál., 

1987). Las proteínas de superficie son muy útiles como marcadores poblacionales. En nuestro 

caso se usó como marcador linfocitario para valorar la posible presencia de inflamación 

asociada a la inyección. 

Iba1 (Molécula 1 adaptadora de unión a calcio ionizado, del inglés, Ionized calcium 

binding adaptor molecule 1) es una proteína de 17 kDa de unión de calcio específica de 

macrófagos (Imai et ál., 1996) y microglía, en el cerebro (Imai et ál., 1996; Ito et ál., 1998). En 

macrófagos y microglía Iba1 actúa  en el entrecruzamiento de la actina para permitir el pliegue 

de la membrana y la fagocitosis en la célula  activa (Sasaki et ál., 2001) y está implicada en la 

señalización de calcio y de la señalización de Rac (Ohsawa et ál., 2000), que es esencial en la 

regulación de la reorganización de la actina en la membrana (Ridley et ál., 1992; Allen et ál., 

1997; Hall, 1998). En este estudio, el Iba1 se empleó para la posible presencia de microglia 

asociada a la lesión local causada por la aguja en el momento de la inyección. 

 

 Tabla 8. Resumen de los marcadores utilizados. 

 

MARCAJE DE LA 
SECCIÓN

SIGNIFICADO HEMISFERIO UTILIZADO

BrdU Proliferación celular en la ZSV y ZSG Derecho

DCX
Neuronas jóvenes en la ZSG y su grado de 

desarrollo
Derecho

c-Fos Actividad neuronal en el hipocampo dorsal Derecho

GFAP
Células precursoras en la ZSG

Astrocitos  implicados en el proceso inflamatorio
Izquierdo

Iba1
Macrófagos activos implicados en el proceso 

inflamatorio tras un daño 
Izquierdo

CD3
Linfocitos T activos implicados en el proceso 

inflamatorio
Izquierdo
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La inmunohistoquímica se realizó sobre secciones de tejido a temperatura ambiente y 

en flotación en placas de varios pocillos, en los cuales se añadían y retiraban las diferentes 

soluciones de reactivos. La detección de los anticuerpos primarios se realizó con sistemas 

basados en la interacción avidina-biotina, uso de avidina modificada conjugada a peroxidasa 

(Extravidin®; Sigma-Aldrich), y revelado de la actividad enzimática con diaminobenzidina (DAB, 

tetrahidrocloruro de 3,3'-diaminobenzidina). A continuación se detallan los protocolos 

correspondientes a los distintos marcadores. 

 

Protocolo de inmunohistoquímica 

 Salvo indicación, todos los pasos se realizaron a temperatura ambiente y en agitación. 

Primer día: 

- Inactivación de la peroxidasa endógena mediante incubación durante 30 minutos en 

oscuridad, en una solución de metanol al 10 % (v/v) (Panreac) y peróxido de hidrógeno al 3 % 

(v/v)  (Panreac), en tampón fosfato salino, PBS, 0,1M, pH 7,4.  

- 3 lavados durante 10 min cada uno con PBS 0,1 M, pH 7,4. 

- Incubación, durante toda la noche, en solución de anticuerpo primario. Todos los 

anticuerpos se diluyeron en PST, es decir, una solución de PBS 0,1 M, pH 7,4 con suero del 

animal en el que estaba desarrollado el anticuerpo secundario, al 2,5 % (conejo, cerdo) y 

Triton X-100® (Panrea) al 0,5 % (detallado en tabla 9).  

 

 Tabla 9. Resumen de anticuerpos primarios. 

ANTICUERPO 
PRIMARIO

ORIGEN TIPO DILUCIÓN DILUYENTE

Anti-DCX
Santa Cruz 

Biotechnology
Ref.: sc-8066

IgG, policlonal
obtenido en cabra 1:200 PST conejo

Anti-GFAP
Dako

Ref.: Z0334
IgG, policlonal

obtenido en conejo
1:1000 PST cerdo

Anti-CD3
Abcam

Ref.: ab5690
IgG, policlonal

obtenido en conejo
1:1000 PST cerdo

Anti-Iba1
Abcam

Ref.: ab5076
IgG, policlonal

obtenido en cabra
1:1000 PST conejo
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Segundo día: 

- Tras retirar la solución de anticuerpo primario, se realizaron 3 lavados durante 10 min 

cada uno con PBS 0,1 M, pH 7,4.  

- Incubación durante 2 h en la solución de anticuerpo secundario biotinilado, diluido a 

1:800 en PST complementado con suero, en este caso, de otro animal no relacionado con el 

anticuerpo primario ni secundario (detallado en tabla 10).  

 

Tabla 10. Resumen anticuerpos secundarios. 

 

- 3 lavados durante 10 min cada uno con PBS 0,1 M, pH 7,4. 

- Incubación durante 1 h y en oscuridad en solución de Extravidin® (Sigma-Aldrich) 

conjugada a peroxidasa, diluida a 1:1000 en PBS 0,1 M, pH 7,4. 

- 3 lavados durante 10 min cada uno con PBS 0,1 M, pH 7,4. 

- Revelado con una solución de tetrahidrocloruro de 3,3'-diaminobenzidina (DAB; 

Sigma-Aldrich) al 0,05 %, y peróxido de hidrógeno (Panreac) al 0,03 %, en PBS 0,1 M, pH 7,4, 

durante 15-25 min, en oscuridad. La solución de DAB se preparó en el momento del uso.  El 

revelado  tuvo lugar durante el tiempo necesario para visualizar el marcador (entre 3-5 

minutos).  

- Lavado exhaustivo en agua destilada. 

Dos marcadores precisaron de un protocolo específico, c-Fos y BrdU. 

Inmunohistoquímica para c-Fos. 

 

En este caso el protocolo precisó de tratamiento de desenmascaramiento antigénico, 

mediante el uso de la solución Envision de pH alto (Dako). La incubación en esta solución se 

ANTICUERPO 
SECUNDARIO ORIGEN TIPO DILUCIÓN DILUYENTE

Anti IgG de cabra 
biotinilado

Dako
Ref.: E0466

IgG, policlonal, 
obtenido en conejo

1:800 PST cerdo

Anti IgG de conejo 
biotinilado

Dako
Ref.: E0353

IgG, policlonal, 
obtenido en cerdo

1:800 PST cabra
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realizó durante 90 s en microondas, seguida de atemperado 20 min a temperatura ambiente, 

y tuvo lugar previamente a la incubación con el anticuerpo primario y tras la inactivación de la 

peroxidasa endógena y posterior lavado.  

El resto del protocolo siguió los mismos pasos que se han citado anteriormente, 

siendoel anticuerpo primario anti-cFos policlonal desarrollado en conejo (ref.: sc-52; Santa 

Cruz Biotecnology, Santa Cruz, Estados Unidos; dilución 1:500.  

 

Inmunohistoquímica para BrdU. 

Por un lado, el protocolo completo se realizó usando Tris-PBS 0,01 M, pH 7,8 (ver 

anexo I) en todos los pasos, en lugar de PBS 0,1 M, pH 7,4. Así, el Tris-PBS reemplazó al PBS en 

la solución de inactivación, lavados, diluciones de anticuerpos y revelado. 

Por otro, la incorporación de la bromodesoxiuridina al ADN requiere de un 

procedimiento específico para su detección, que permita la apertura y el acceso a la hebra de 

ADN. Para ello, tras la inactivación de la peroxidasa y lavado, se realizó una digestión del tejido 

en proteinasa K (Sigma-Aldrich) durante 30 min a 37ºC. Tras ello, se realizaron tres lavados de 

10 min con Tris-PBS y se desnaturalizó el ADN por incubación en una solución de ácido 

clorhídrico 2N (Panreac) durante 30 min, a 37ºC. 

Tras neutralizar el ácido mediante dos lavados de 5 min en tampón borato 0,1 M, pH 

8,5 (ver anexo I), se realizó lavado en Tris-PBS y se siguió con el protocolo convencional, 

usando anti-BrdU monoclonal desarrollado en ratón (Sigma, dilución 1:1000, en PST, suero de 

conejo) y anti IgG de ratón policlonal, biotinilado, desarrollado en conejo (Dako, dilución 1:800 

en PST, suero de oveja). 

En todos los casos, tras la inmunohistoquímica, las secciones se lavaron en PBS y se 

montaron sobre portaobjetos tratados con poli-L-lisina (Sigma-Aldrich). Una vez secadas las 

secciones, se deshidrataron por inmersión en alcoholes de gradación creciente (70º, 90º, 100º 

I, 100º II) y xileno (dos pasos) durante 5 min en cada paso para, finalmente, montarlas DPX 

(Sigma-Aldrich). 
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2.4.3 Detección de apoptosis 

La apoptosis (revisión en Elmore, 2007) es un tipo de muerte celular, bajo control 

genético, que conlleva colapso celular, condensación de la cromatina (picnosis) y 

fragmentación del ADN. La apoptosis implica la compactación y posterior segregación de la 

cromatina y la condensación del citoplasma, posteriormente tanto el núcleo como el 

citoplasma se fragmentan y forman diversas masas esféricas, rodeadas de membrana 

citoplasmática que se denominan cuerpos apoptóticos (Häcker, 2000). Las células apoptóticas 

desintegradas y los cuerpos apoptóticos son rápidamente fagocitadas por células vecinas o 

macrófagos, previniendo así una reacción inflamatoria. 

La apoptosis, a nivel cerebral, es necesaria para múltiples procesos que permitan seguir 

con una funcionalidad normal. Así, es necesaria para el ajuste poblacional durante el 

desarrollo, para la eliminación de conexiones neuronales innecesarias, que afectan a la 

eficiencia sináptica, y, a nivel hipocampal, para el ajuste de los mecanismos de neurogénesis e 

para la integración neuronal, afectando incluso a procesos cognitivos asociados a hipocampo 

(Buss et ál., 2006; Dupret et ál., 2007; Kim et ál., 2009; revisado en Kim y Sun 2011) razón por 

la cual ha sido evaluada en este trabajo. 

La apoptosis se determinó con un kit de detección de apoptosis in situ específico  para 

tejido neuronal (NeuroTACS II, Trevigen, Gaithersburg, Estados Unidos) que marca el ADN 

fragmentado siguiendo el método TUNEL, donde los fragmentos de ADN generados por 

apoptosis son marcados en su extremo con nucleótidos modificados usando una enzima 

desoxinucleotidil transferasa terminal, que serán detactados posteriormente usando un 

sistema colorimétrico de peroxidasa que cataliza, y permite visualizar, la conversión de la 

diaminobenzidina. Se siguió el protocolo indicado por la casa comercial, que se detalla a 

continuación. 
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 Figura 21. Apoptosis. Esquema de las etapas de la apoptosis e imagen mostrando un núcleo 

apoptótico (flecha) en la capa granular del giro dentado del hipocampo, contrateñido.  

 

 

Detección de apoptosis con el kit NeuroTACS II 

El kit se utilizó sobre secciones del hemisferio derecho montadas en portaobjetos, y 

dajas secar durante un día. El protocolo se realiza en frascos de lavado de tipo Coplin,  salvo 

los pasos en gota que se realizan en una cámara húmeda, delimitando las secciones con un 

lápiz graso para controlar la propagación del líquido. Los reactivos mencionados en el 

protocolo estaban incluidos en el kit. A continuación se detallan los pasos seguidos: 

 - Lavado en PBS 0,1 M, pH 7,4 (10 min, en agitación). 

- Incubación en solución de proteinasa K, 25 a37ºC. 

- 2 lavados en PBS (5 min por lavado, en agitación). 

- Lavado en solución de aclarado, Quenching solution (45 ml de metanol con 5 ml de 

H2O2 al 30%) durante 5 min. 

- Lavado en PBS 0,1 M, pH 7,4 (1 min, en agitación). 

- Lavado en solución de marcaje de la enzima desoxinucleótido transferasa terminal 

(TdT Labelling Buffer) a 1 M (5 ml de TdT Labelling buffer 10 M con 45 ml de agua destilada) 

durante 5 min. 
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- Incubación en cámara húmeda a 37ºC con el kit, conteniendo los reactivos de 

marcaje: 

Para 500 ml: 

TdT Labeling Buffer a 1x –- 500 ml 

TdT dNTP Mix -----------------10 ml 

TdT Enzyme -------------------- 10 ml 

50x Mn2+Cation ------------- 10 ml 

- Lavado en solución de paro de la enzima a 1 M (5 ml de TdT Stop buffer 10 M con 45 

ml de agua destilada) durante 5 min. 

- 2 lavados en PBS 0,1 M, pH 7,4 (5 min por lavado, en agitación). 

- Incubación en cámara húmeda con solución de estreptavidina conjugada a 

peroxidasa, a temperatura ambiente y en oscuridad: 

Para 500 ml: 

PBS 1 M --------------------- 500 ml 

Strep-HRP--------------------10 ml 

- 2 lavados en PBS 0,1 M, pH 7,4 (5 min por lavado, en agitación). 

- Revelado en solución de diaminobenzidina con potenciador y H2O2 durante 2-7 min 

en oscuridad. 

Solución de revelado (50 ml): 

PBS 1 M --------------------- 50 ml 

DAB --------------------------250 ml 

DAB enhancer ------------- 50 ml 

H2O2 al 30 % --------------- 50 ml 

- Lavado en PBS (5 min) y contratinción en azul: entre 1 y 3 min en la solución Blue 

counter staining, en función de la intensidad deseada, y lavados en agua destilada. Tras el 

secado de los portaobjetos, se procedió a la deshidratación (en cadena de alcoholes) y 

montaje con DPX de las secciones. 

 

 



Capítulo III: Modulación farmacológica del receptor LPA1 

82 
 

2.4.4 Cuantificación 

Proliferación celular, neuronas jóvenes, actividad neuronal y muerte celular (apoptosis). 

Para la evaluación de la neurogénesis (proliferación en la zona subgranular y 

subventricular, neuronas jóvenes, y apoptosis) y de la actividad neuronal, la cuantificación se 

realizó en una de cada cuatro (para la BrdU) o en una de cada ocho (para el resto de 

marcadores) secciones del hipocampo. Aunque inicialmente cada hemisferio estaba 

distribuido en cuatro series (1/4), era posible escoger las secciones no consecutivas de una 

serie y obtener así una fracción de 1/8 del tejido. En cualquier caso, las secciones empleadas 

en cada conteo estuvieron ordenadas en el eje rostrocaudal e igualmente espaciadas entre sí. 

Cada serie comenzaba a - 1,22 mm respecto a Bregma y finalizaba aproximadamente a - 2,46 

mm respecto a Bregma (Paxinos y Franklin, 2001), abarcando principalmente la región dorsal 

del hipocampo dorsal. La cuantificación se realizó en la ZSG del giro dentado en el hemisferio 

derecho. Excepcionalmente, la apoptosis se evaluó sólo en la ZSG del hipocampo. Las células 

positivas en cada sección se cuantificaron con un microscopio óptico Olympus BX51 equipado 

con una cámara digital en color (CCD-Iris, Sony España), utilizando el objetivo de 1000 

aumentos. Posteriormente, el total de células por hipocampo se estimó multiplicando el 

número de células contadas x 4 (BrdU) o x 8 (resto de marcadores), según el procedimiento de 

Kempermann et ál. (2003). Este método es una simplificación de la estereología y ha 

demostrado ser válido para evaluar la neurogénesis hipocampal (Kempermann et ál., 2003; 

Steiner et ál., 2004; Egeland et ál., 2010). 

 

 

2.4.5 Análisis estadístico 

 Los datos se analizaron con ANOVA de una vía comparándolos con el grupo control 

(vehículo) seguidos del análisis post hoc de la diferencia mínimamente significativa de Fisher 

(LSD). Se consideró significativa la probabilidad igual o menor a 0,05. Los análisis se 

realizaron con el software STATISTICA 7.1 (StatSoftInc, Oklahoma, Estados Unidos). El error 

estándar de la media (SEM) de cada grupo se calculó dividiendo la desviación típica entre la 

raíz cuadrada del número de sujetos. 
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2.5 Electrotransferencia e inmunotinción (Western Blot) 

Desde que la técnica de electrotransferencia e inmunotinción o western blot fuese 

introducida en 1979 (Towbin et ál., 1979), se ha convertido en una prueba rutinaria en los 

laboratorios y es tradicionalmente usada para detectar cantidades baja de proteínas 

específicas de una muestra determinada. En sí, en esta técnica, las proteínas son 

electrotransferidas desde un gel de poliacrilamida a una membrana específica para detectar a 

través de inmunotinción con anticuerpos la proteína de interés. En este trabajo, esta técnica 

fue desarrollada para cuantificar la expresión del receptor LPA1 y la proteína quinasa II 

dependiente de calcio y calmodulina (CaMKII) en sus formas inactiva y fosforilada, utilizándose 

4 animales de cada grupo agrupando de dos en dos los hipocampos derechos para obtener 

dos medidas de cada grupo experimental. 

La elección de CaMKII como proteína de interés a nivel hipocampal se debe a que es 

una enzima dependiente de Ca2+ que juega un papel importante en la regulación de la 

transmisión glutamatérgica (Nelson et ál., 1998; Shenton et ál., 2001; Heckers, 2004), en la 
inducción de la potencialización a largo plazo y además, en la regulación de la excitabilidad 

neuronal, la transmisión sináptica y la plasticidad cerebral (Hudmon y Schulman, 2002; Lisman 

et ál., 2002). El complejo CaMKII es una holoenzima serina/treonina quinasa regulada por el 

complejo calcio-calmodulina compuesto por un dominio catalítico, un dominio auto-inhibidor, 

un segmento variable y un dominio auto-asociación (Hudmon y Schulman, 2002). La 

característica estructural del complejo es el residuo de treonina 286 (Thr286) de la subunidad 

alfa, que tras ser fosforilado, el dominio auto-inhibidor es bloqueado permitiéndose la 

activación permanente de la enzima CaMKII independientemente del calcio y de la 

calmodulina (Yang y Schulman, 1999) y potenciando su funcionalidad. 

 

2.5.1 Preparación del tejido y cuantificación de proteína 

 Transcurrido el tratamiento de 21 días con los fármacos admnistrados con las 

minibombas osmóticas Alzet® se sacrificaron los animales  mediante dislocación cervical. Una 

vez retirado el cráneo y extraído el cerebro, sobre una placa fría se procedió a la extracción del 

hipocampo. Se guardaron los hipocampos de cada animal de manera independiente en 



Capítulo III: Modulación farmacológica del receptor LPA1 

84 
 

microtubos de centrífuga enfriados en nieve carbónica pulverizada y, posteriormente, se 

almacenaron a - 80º C hasta su análisis. 

 Los hipocampos derechos se agruparon de dos en dos de los animales que tuvieron el 

mismo tratamiento, y se homogenizaron en 200 µl de tampón de lisis conteniendo 

conteniendo tampón ácido [4-(2-(hidroxietil)-1-piperazinetano- sulfónico] o HEPES (del 

inglés,  4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid), ácido etilendiaminotetra acético o 

EDTA (del inglés, ethylenediaminetetraacetic acid), y ácido etilenglicol bis (2-aminoetileter) 

N,N,N´,N´tetraacético o EGTA (del inglés, ethylene glycol tetraacetic acid), con las siguientes 

concentraciones: cloruro sódico 125 mM, HEPES 20 mM a pH 7, EDTA 1 mM, EGTA 1mM y 

glicerol al 10 % (v/v). Para evitar la degradación de las proteínas se añadió una pastilla de 

inhibidores de proteasas (SigmaFAST™; Sigma-Aldrich). Se realizó una primera centrifugación a 

2000 xg durante 15 minutos a 4ºC y el sobrenadante resultante se añadió en tubos de 

microcentrífuga para volver a centrifugar a 100.000 xg durante 1 h a 4ºC (ultracentrífuga 

Optima Beckman TL 100 TLX). El sobrenadante correspondiente contuvo la fracción de las 

membranas plasmáticas, que se guardaron en alícuotas a - 20ºC hasta su posterior uso. 

 Para cuantificar la cantidad de proteína extraída por cada 2 hipocampos derechos de 

cada grupo experimental, se utilizó el ensayo de Bradford (Bradford, 1976). Este ensayo está 

basado en el cambio de color del colorante azul brillante de Coomassie G-250 en respuesta a 

diferentes concentraciones de proteínas. Este compuesto interacciona con aminoácidos 

básicos (especialmente arginina) y aromáticos. La unión del colorante con las proteínas 

provoca un cambio en el máximo de absorción del colorante desde 465 a 595 nm. Por lo tanto, 

este método se basa en la propiedad del Azul Brillante de Coomasie G-250 de presentarse en 

dos formas con colores diferentes, rojo y azul. La forma roja se convierte en azul cuando el 

colorante se une a la proteína (Bradford, 1976). 

 El método de cuantificación de proteína necesita el desarrollo de una curva estándar 

de concentraciones conocidas de cualquier proteína para que a través de la relación lineal 

entre la absorbancia y la concentración de proteína conocida, se pueda determinar la 

concentración de la muestra. En el estudio actual, el colorante de Bradford  (Sigma-Aldrich) se 

mezcló con concentraciones conocidas de la proteína albúmina de suero bovino (soluciones 

estándar; Sigma-Aldrich) en un rango lineal de 2-0,0009 mg/ml. Para ello, se utilizó una placa 



Capítulo III: Modulación farmacológica del receptor LPA1 

85 
 

de 96 pocillos añadiendo 5 µl de cada muestra comparado con el control, o blanco, compuesto 

de 5 µl de agua. Para la curva patrón se añadió 5 µl de cada concentración conocida de BSA. 

Posteriormente,  a todos los pocillos se añadieron 250 µl del reactivo de Bradford (Sigma-

Aldrich, Figura 22) y se esperó un mínimo de 5 min hasta que la reacción fue estable 

colorimétricamente. La absorbancia de cada patrón y de cada muestra fue medida a 595 nm y, 

a partir de la pendiente de la recta lineal y la intersección de la ecuación derivadas, se calculó 

la concentración de las proteínas de las muestras. Se utilizó, para ello, un espectrofotómetro 

(VERSAmax, MDS Tecnologías analíticas; Molecular Devices Corp., California, Estados Unidos) y 

el programa informático SOFTmax® ProVersion 3.2.1 (Molecular Devices Corp.). 

 

Figura 22. Representación de la placa de 96 pocillos utilizada para la determinación de la 

concentración de proteínas de las muestras a través del ensayo de Bradford. Las filas B y C se 

utilizaron para las muestras (en la fila C se añadió 1 µl para tener la concentración diluida). Las filas D y 

E se utilizaron para hacer el blanco compuesto de 5 µl de agua. La fila H se usó, no para medir, sino 

para confeccionar las diluciones de curva patrón a partir de albúmina sérica bovina (BSA, del inglés, 

bovine serum albumine), partiendo de una concentración conocida de 2 mg/ml. Con una dilución 1:2 

se fue diluyendo cada concentración a la mitad hasta llegar a 0,0009 mg/ml. Se añadieron 5 µl de cada 

pocillo de la curva patrón a las filas F y G. Una vez terminado, se añadieron 250 µl del reactivo de 

Bradford a todos los pocillos salvo a la fila H. 

 

2.5.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida 

 Las proteínas de cada muestra se separaron mediante electroforesis en gel de 

poliacrilamida al 12 % con dodecil sulfato sódico (SDS-PAGE, del inglés SDS, sodiumdodecyl 
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sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) (Laemmli, 1970). La electroforesis realizada de esta 

manera consigue mantener los polipéptidos en un estado desnaturalizado por lo que permite 

la separación de las proteínas por su peso molecular, debido a que se cubren con la carga 

negativa del SDS, facilitando así su movimiento hacia el electrodo cargado positivamente a 

través de la malla del gel de poliacrilamida. Una vez separadas por peso, se 

electrotransfirieron a una membrana de polímero para, fijadas a ésta, realizar inmunotinción y 

detección (western blot) mediante el uso de anticuerpos específicos y sistemas de detección 

por colorímetría. 

 Las proteínas analizadas por fueron los receptores LPA1, la subunidad alfa de la 

proteína quinasa II dependiente de calcio y calmodulina, αCaMKII inactiva y su forma 

fosforilada en el residuo de treonina (p-Thr286 αCaMKII) comparados con la proteína 

constitutiva gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa  (GAPDH, del inglés, glyceraldehyde 3-

phosphate dehydrogenase) y fueron separadas según su peso molecular (LPA1-3: 39 KDa-42 

kDa; αCaMKII y p-Thr286 αCaMKII: 42 kDa; GAPDH: 37 kDa).  Como control y patrón de tamaño, 

se utilizó una solución de pesos moleculares estándar de amplio rango que, en el caso de uso 

para transferencia e inmunotinción estaban previamente conjugados a una secuencia 

detectable (Precision Plus Protein™ WesternC™ Standards, Precision Plus Protein™ WesternC™ 

Standards Strep Tactin-HRP, Bio-Rad Laboratories SA, Barcelona). El equipo utilizado para la 

electroforesis fue la cubeta Mini-Protean® Tetra Cell (Bio-Rad Laboratories S.A.; Barcelona; en 

adelante, Bio-Rad) y el gel de poliacrilamida al 12 % ya polimerizado (Mini-PROTEAN® 

TGX™Precast Gel; Bio-Rad). Las muestras se mezclaron a igual volumen (1:1) con tampón de 

carga Laemmli (Bio-Rad) y, tras añadir β-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich) como agente 

reductor,  se calentaron durante 3 minutos a 96ºC. Se cargaron entre 20-15 µl en total de cada 

muestra (correspondiente a 30 µg de proteína) en cada pocillo de cada calle del gel de 

poliacrilamida. En cada gel se añadieron en dos pocillos distanciados, 5 µl de la solución 

patrón estándar de pesos moleculares de amplio rango.  La cubeta y los pocillos del gel se 

rellenaron con tampón Tris a 25nM, con glicina 192nM, SDS 0,1 % (Bio-Rad). La electroforesis 

se realizó a un voltaje de 200  durante 35 min, a 4ºC. La eficiencia de la electroforesis se 

confirmó a través de la tinción de azul de Coomassie® por la incubación en solución de 

Coomassie (metanol al 50 % (v/v), ácido acético al 10 % (v/v), Coomassie R-250 al 0,1125 %; 

todos los reactivos de Sigma-Aldrich) durante 2-4 h a temperatura ambiente. Para ver las 
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bandas de las proteínas se realizó lavado con solución de desteñido (metanol al 10 % (v/v), 

ácido acético al 10 % (v/v), en agua destilada) durante toda la noche. 

 

2.5.3 Electrotransferencia 

 Después de la electroforesis, se realizó la electrotransferencia de las proteínas desde el 

gel a una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF, del inglés, polyvinylidene difluoride). 

Para ello, se utilizó el equipo Trans-Blot® Turbo™ Transfer-System y el kit de membrana Trans-

Blot® Mini PVDF Transfer Packs (Bio-Rad) que no requiere pretratamiento de la membrana, y 

se acopló junto al gel siguiendo las instrucciones del fabricante. La electrotransferencia se 

realizó a 13 V, 2,5 A durante 20 min, a temperatura ambiente. Igualmente, se confirmó la 

integridad de la electrotransferencia tiñendo el gel de poliacrilamida en azul de Coomassie®, 

como se ha descrito anteriormente. 

 

2.5.4 Inmunotinción 

 Tras la transferencia y, como paso previo a la inmunotinción de las proteínas de interés 

se realizó el bloqueo de la membrana de transferencia con leche en polvo descremada al 3 % 

(Central Lechera Asturiana, Asturias) en PBS 0,1 M pH 7,4 durante 40 minutos. Tanto éste 

como cada uno de los pasos de la inmunotinción se llevaron a cabo en agitación y a 

temperatura ambiente. Después del bloqueo, las membranas se incubaron durante toda la 

noche con los anticuerpos correspondientes, diluídos en PBS 0,1 M pH 7,4 con Tween®20 

(Sigma-Aldrich) al 0,1 % y con albúmina sérica bovina (Sigma-Aldrich) al 1 %,  (ver detalle en 

tabla 11). 
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Tabla 11. Resumen de anticuerpos primarios. 

 

 Transcurrido este tiempo, las membranas se lavaron 3 veces, 10 min por lavado, en PBS 

0,1 M pH 7,4 con Tween®20 (Sigma-Aldrich) al 0,1 % y se incubaron con el anticuerpo 

secundario correspondiente, conjugado a peroxidasa de rábano (HRP, del inglés, horseradish 

peroxidase protein) y diluido en PBS 0,1 M pH 7,4 con Tween®20 (Sigma-Aldrich) al 0,1 % y 

albúmina bovina (Sigma-Aldrich) al 1 % (Tabla 12). La incubación del anticuerpo secundario 

tuvo lugar durante 1 h a temperatura ambiente. Los pesos moleculares en este caso se usaron 

conjugados a una secuencia de detección sintética reconocida por un conjugado a peroxidasa 

(dilución 1:4000, Precision Protein™ StrepTactin-HRP conjugate, Bio-Rad).   

 

 Tabla 12. Resumen de anticuerpos secundarios. 

 

ANTICUERPO PRIMARIO ORIGEN TIPO DILUCIÓN

Anti-LPA1
Assay Biotechnology

Ref.: g083
IgG, policlonal obtenido 

en conejo
1:1000

Anti-LPA2
Thermo Scientific
Ref.: PA1-23557

IgG, policlonal obtenido 
en conejo

1:1000

Anti-LPA3
Assay Biotechnology

Ref.: g088
IgG, policlonal obtenido 

en conejo
1:1000

Anti-αCaMKII (M-176)
Santa Cruz Biotechnology

Ref.: sc-9035
IgG, policlonal obtenido 

en conejo
1:1000

Anti-p-Thr286 αCaMKII
Santa Cruz Biotechnology

Ref.: sc-12886-R 
IgG, policlonal obtenido 

en conejo
1:1000

Anti-GAPDH
Santa Cruz Biotechnology

Ref.: sc-32233
IgG, policlonal obtenido 

en ratón
1:1000

ANTICUERPO SECUNDARIO ORIGEN TIPO DILUCIÓN

Anti IgG de conejo conjugado 
con HRP

Bio-Rad
Ref.: 170-6515

IgG, policlonal, 
obtenido en cabra

1:3000

Anti IgG de ratón conjugado 
con HRP

Bio-Rad
Ref.:170-6516

IgG, policlonal, 
obtenido en cabra

1:4000
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 Tras la incubación con el anticuerpo secundario y el conjugado para pesos moleculares, 

las membranas se lavaron 3 veces en PBS 0,1 M pH 7,4 con Tween®20 (Sigma-Aldrich) al 0,1% 

y se procedió a la detección de las bandas por un método colorimétrico. Para ello, se 

incubaron en una solución optimizada de 4-cloro-1-naftol (Opti4CN™; Bio-Rad) siguiendo el 

protocolo del fabricante y dejando revelar durante un mínimo de 15 min para que se 

visualicen adecuadamente las bandas. La reacción se paró con agua y las membranas se 

dejaron secar al aire libre. La cuantificación de las proteínas se llevó a cabo mediante el 

programa informático ImageJ 1.41 (Rasband, W.S., ImageJ, http://imagej.nih.gov/ij/, 1997-

2012; U.S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, Estados Unidos). 

 

2.5.5 Análisis estadístico 

 Los datos se analizaron con la prueba de ANOVA de una vía. Se consideró significativa 

la probabilidad igual o menor a 0,05. Los análisis se realizaron con el software STATISTICA 7.1 

(Stat Soft Inc., Oklahoma, EEUU). El error estándar de la media de cada grupo se calculó 

dividiendo la desviación típica entre la raíz cuadrada del número de sujetos. 
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3.  

RESULTADOS 

3.1 Análisis conductual 

 

3.1.1 Exploración y ansiedad 

 El campo abierto permite estudiar la conducta exploratoria del animal y conductas 

asociadas con la ansiedad ante un contexto novedoso. Como se ha mencionado 

anteriormente, la elección por esta prueba se debe a su capacidad para valorar la conducta 

relacionada con la ansiedad, la actividad exploratoria, y la locomoción (Prut y Belzung, 2003). 

Resultados previos de nuestro grupo (Santín et ál., 2009; Castilla-Ortega et ál., 2010) han 

demostrado conductas específicas en esta prueba y similares, relacionadas con la ansiedad y la 

exploración, asociadas a la ausencia de señalización por el receptor LPA1, siendo de especial 

interés su estudio bajo regulación farmacológica. En esta prueba, se registraron la locomoción 

(distancia recorrida y velocidad media), tiempo que permanecieron en el centro, la 

exploración alzada (rearing) con y sin apoyo a la pared, acicalamiento (grooming), valoración 

de riesgo y defecación. El análisis mediante ANOVA de una vía mostró un efecto del tiempo de 

permanencia en el centro (F(1,46) = 6,244; p < 0,001) (medias ± SEM (%): control: 8,9 ± 1,5; VPC 

32183: 5,4 ± 0,9; Ki16425: 5,1 ± 0,8; LPA 20 nM: 11,6 ± 1,5; LPA 200 nM: 10,9 ± 0,4), la 

distancia recorrida (F(1,46) = 5,521; p < 0,002) (medias ± SEM (cm): control: 2010,2 ± 146,9; VPC 

32183: 1841,6 ± 144,9; Ki16425: 1993,1 ± 152,1; LPA 20 nM: 2649,4 ± 170,2; LPA 200 nM: 

2508,6 ± 123,1), la velocidad media (F(1,46) = 5,215; p < 0,002) (medias ± SEM (cm/s): control: 

6,5 ± 0,4; VPC 32183; 6,1 ± 0,5; Ki16425: 6,4 ± 0,4; LPA 20 nM: 8,5 ± 0,5; LPA 200: 8,2 ± 0,5), la 

exploración alzada sin apoyo (F(1,45) = 8,881; p < 0) (medias ± SEM (nº/min): control: 0,4 ± 0,1; 

VPC 32183: 0,3 ± 0,1; Ki16425: 0,4 ± 0,1; LPA 20 nM: 1,6 ± 0,4; LPA 200 nM: 2,4 ± 0,3), la 

exploración alzada con apoyo (F(1,45) = 3,223; p < 0,021) (medias ± SEM (nº/min): control: 5,1 ± 

0,8; VPC 32183: 3,9 ± 0,6; Ki16425: 4,8 ± 0,2; LPA 20 nM: 6,9 ± 0,6; LPA 200 nM: 5,2 ± 0,6), la 

exploración alzada total (F(1,45) = 6,522; p < 0) (medias ± SEM (nº/min): control: 5,5 ± 0,9; VPC 

32183: 4,2 ± 0,7; Ki16425: 4,8 ± 0,2; LPA 20 nM: 8,5 ± 0,9; LPA 200 nM: 7,4 ± 0,6), la valoración 

del riesgo (F(1,45) = 6,035; p < 0,001) (medias ± SEM (nº/min): control: 0,7 ± 0,1; VPC 32183: 1,1 

± 0,1; Ki16425: 1,2 ± 0,1; LPA 20 nM: 0,5 ± 0,1; LPA 200 nM: 0,4 ± 0,1), acicalamiento (F(1,45) = 
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5,773; p < 0,001) (medias ± SEM (nº/min): control: 0,5 ± 0,1; VPC 32183: 0,6 ± 0,1; Ki16425: 1,1 

± 0,2; LPA 20 nM: 0,4 ± 0,1; LPA 200 nM: 0,3 ± 0,1) y la defecación (F(1,45) = 4,35; p < 0,005) 

(medias ± SEM: control (nº): 1,6 ± 0,5; VPC 32183: 2,6 ± 0,4; Ki16425: 3,8 ± 0,4; LPA 20 nM: 1,8 

± 0,2; LPA 200 nM: 1,7 ± 0,3) sobre el tratamiento (Figura 23). En relación con la valoración de 

conductas asociadas clásicamente a ansiedad, las comparaciones post hoc mostraron una 

reducción significativa del porcentaje de tiempo de permanencia en la zona central en los 

animales tratados con los antagonistas VPC 32183 (p < 0,05) y Ki16425 (p < 0,03), respecto al 

control. Igualmente, demostraron incremento en la locomoción y en la actividad exploratoria 

(exploración vertical alzada) de los animales con tratamiento de LPA tanto a la concentración 

de 20 como a 200 nM. Este patrón consistió en un aumento de la distancia recorrida (LPA 20 

nM p < 0,004; LPA 200 nM p < 0,04 con respecto al grupo control o vehículo) y de la velocidad 

media (LPA 20 nM,  p < 0,006; LPA 200 nM p < 0,03, con respecto al grupo control, Figura 23B). 

En cuanto a la exploración, los animales con LPA mostraron una mayor frecuencia de 

exploración alzada sin apoyarse a la pared (LPA 20 nM p < 0,002; LPA 200 nM p < 0, Figuras 

23C) comparados con el grupo control. Respecto al resto de conductas de valoración de riesgo 

y acicalamiento, el grupo de animales tratado con el antagonista Ki16425 aumentó muy 

significativo la frecuencia de ambas variables (p < 0,016; p < 0,001, respectivamente, Figuras 

23D y 23E) comparados con el grupo control. En cambio, el grupo tratado con el antagonista 

VPC 32183 únicamente mostró una tendencia a aumentar la conducta de valoración de riesgo 

(p < 0,07). Finalmente, el grupo de los animales tratados con Ki16425 también mostró una 

mayor frecuencia de defecación (p < 0,001). Estos datos apoyan la relación de la vía de 

señalización por LPA a través del receptor LPA1 con las conductas de exploración, que 

concuerdan, además, con los resultados de los estudios realizados anteriormente sobre los 

animales carentes del receptor LPA1 (Santín et ál., 2009; Castilla-Ortega et ál., 2010). 

Igualmente coinciden con dichos estudios en el papel que, sobre conductas asociadas a 

ansiedad (porcentaje de tiempo en zona central del campo, valoración de riesgo, 

acicalamiento, defecación) muestra la regulación del eje LPA-LPA1, particularmente 

ansiogénica, por los resultados obtenidos, en condiciones de inhibición o bloqueo de la vía de 

señalización.  
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Figura 23. Conductas analizadas durante la prueba de campo abierto. Las gráficas muestran la 

valoración de cada conducta en campo abierto, para cada tratamiento, y expresadas como medias ± 

SEM. Los animales con tratamiento con LPA (20 y 200 nM) tuvieron mayor locomoción y mayor 

frecuencia de alzado exploratorio sin apoyo comparado con el grupo control, así como tendencia a 

C) Actividad exploratoria 

D) 

E) 
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permanencia en centro. Por contra, la inibición o bloqueo de la señalización por LPA1 mediante 

antagonistas fue asociada en todo momento a un menor tiempo de permanencia en la zona central,  

tendencia a una menor exploración y  frecuencias mayores de valoración de riesgo y de acicalamiento. 

Se muestran los análisis post hoc LSD: diferencias con el grupo control (* p < 0,05). 

 

3.1.2 Memoria de trabajo espacial 

La prueba de laberinto en Y permite estudiar la memoria de trabajo espacial a través 

de las alternancia realizadas por los animales en los tres brazos sin que tengan reforzador en 

alguno de ellos. La ejecución de esta prueba, respecto a memoria, es dependiente de 

hipocampo (Roberts et ál., 1962; Olton y Papas, 1979; Rawlins y Olton, 1982; Bannerman et 

ál., 1999; Sanderson y Bannerman, 2012) y presenta relevancia patológica. Habida cuenta del 

papel que desempeña el receptor LPA1 en la función hipocampal y su posible implicación en 

neuropatología (ver introducción), resultaba de sumo interés el estudio de esta prueba en 

condiciones normales y tras la administración de fármacos reguladores de la vía de 

señalización. Junto al análisis del porcentaje de alternancias correctas mostrada por los 

ratones, se registraron parámetros de la locomoción, es decir, la distancia recorrida y la 

velocidad media realizada por los ratones. El análisis mediante ANOVA de una vía demostró 

que no hubo diferencias significativas en cuanto a locomoción, pero sí en el porcentaje de 

alternancias correctas (F(1,34) = 7,321; p < 0,001). La comparación post hoc mostró, respecto al 

control, que hubo una disminución del porcentaje de alternancias correctas en los animales 

tratados con los fármacos antagonistas VPC 32183 y Ki16425 (p < 0,05 y  p < 0,025, 

respectivamente) a la par que la administración del agonista LPA mostraba una tendencia a 

aumentar dicho porcentaje a la concentración de 20 nM (p < 0,06), tendencia que se observó 

significativa cuando se aumentó la concentración a 200 nM (p < 0,05) (Tabla 13 y Figura). 
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Tabla 13. Variables analizadas durante la prueba del laberinto en Y. La tabla muestra los 

datos de las variables medidas para locomoción (distancia y velocidad) así la capacidad cognitiva de los 

animales en el test para evitar la repetición de elección de brazo, medida como porcentaje de 

alternancia correcta. Los datos se detallan para cada tratamiento, expresados como medias ± SEM. Los 

5 grupos experimentales mostraron una locomoción similar, destacando las diferencias en relación al 

porcentaje de alternancias donde los tratameintos con los fármacos antagonistas y agonistas muestran 

una reación inversamente proporcional con disminución, en el primer caso, y un aumento, en el 

segundo, de elegir correctamente el brazo a explorar. LSD: diferencias con el grupo control (* p < 0,05). 

  

 Si bien globalmente, a efectos de porcentaje total, los tratamientos muestran efecto 

signficativo en la capacidad de alternar adecuadamente la elección del brazo por parte de los 

animales, cuando se intentó analizar de forma más detallada, agrupando las triadas de 

elección de brazo de diez en diez, sólo se pudo observar la tendencia de ambos grupos, 

antagonistas y agonistas, a llevar a cabo, bien de manera más inadecuada (en los tratados con 

Grupo
Distancia recorrida 

(cm)
Velocidad media 

(cm/s)
Alternancia correcta 

(%)

Control 3483,8 ± 315,4 7,1 ± 0,6 63,5 ± 2,4

VPC32183 20 nM 3282,3 ± 342,9 6,84 ± 0,7 56,45 ± 3,5*

Ki16425 400 nM 3763,8 ± 201,,4 7,8 ± 0,4 54,77 ± 1,5*

c18:1 LPA 20 nM 3866,2 ± 258,2 7,6 ± 0,7 70,23 ± 2,4

c18:1 LPA 200 nM 3529,8 ± 308,3 7,4 ± 0,64 70,89 ± 2,2*
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antagonistas), o bien de forma más adecuada (en los tratados con agonistas), la alternancia 

correcta (Figura 24). 

 

Figura 24. Número de alternancias realizadas en el laberinto en Y. Ambas gráficas muestran el 

análisis por triadas en grupos de diez y demuestran la tendencia seguida por los animales tras el 

tratamiento farmacológico. Así, los grupos de ratones tratados con los antagonistas VPC 32183 y 

Ki16425 tendieron a mostrar un menor número de alternancias correctas que el grupo control, 

mientras que el grupo tratados con el agonista mostraron tendencia a aumentar el número de triadas 

correctas.  

 

3.1.3 Comportamiento de afrontamiento pasivo y activo 

 El test de natación forzada permite estudiar conductas de indiferencia frente a lo que 

deberían ser respuestas innatas de supervivencia. Es una prueba donde el animal mostraría, 

ante una situación límite (un ratón forzado a responder tras ser colocado en un recipiente con 

agua), un comportamiento activo, o bien pasivo, asociado éste último, generalmente, a una 

conducta de de tipo depresiva (revisado en Petit-Demouliere et ál., 2005). En esta prueba se 

valoró la latencia de la primera inmovilidad, las conductas pasivas, definidas 

paramétricamente como inmovilidad y las conductas activas, definidas como natación y 

escalada (instinto de escape) del animal ante el paradigma sin solución que se le presenta. Las 

conductas pasivas y activas fueron evaluadas en los últimos 4 minutos de la prueba. El análisis 

mediante ANOVA de una vía mostró que hubo un efecto significativo del tratamiento para la 

latencia de la primera inmovilidad (F(1,45) = 3,221; p < 0,021, Figura 25A) (medias ± SEM (s): 
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control: 28,5 ± 9,1; VPC 32183: 11 ± 5,9; Ki16425: 7,8 ± 1,6; LPA 20nM: 34,5 ± 6,7; LPA 200 nM: 

31,2 ± 8,2), la conducta de inmovilidad (F(1,45) = 10,04; p < 0, Figura 25B) (medias ± SEM (%): 

control: 59,3 ± 4,1; VPC 32183: 68,2 ± 2; Ki16425: 70,3 ± 2,4; LPA 20nM: 50,1 ± 2,6; LPA 200 

nM: 49,1 ± 3,7) y las conductas activas (F(1,45) = 9,656; p < 0) (medias ± SEM (%): control: 40,7 ± 

4,1; VPC 32183: 31,8 ± 2,2; Ki16425: 29,3 ± 2,4; LPA 20nM: 49,9 ± 2,6; LPA 200 nM: 50,9 ± 3,7). 

Las comparaciones post hoc mostraron que, de manera significativa y comparados con el 

grupo control (vehículo): a) el grupo de animales tratados con el antagonista Ki16425 presentó 

una menor latencia de la primera inmovilidad (p < 0,038, Figura 25A); b) los grupos de 

animales tratados con los antagonistas VPC 32183 y Ki16425 mostraron un incremento en el 

tiempo de inmovilidad (p < 0,046, p < 0,015, respectivamente, Figura 25B) y c) los grupos de 

animales con el agonista LPA (a 20 y 200 nM) mostraron, por el contrario, una disminución de 

la inmovilidad (p < 0,045, p < 0,025, respectivamente, Figura 25B). En cuanto a la conducta de 

natación, siempre respecto al grupo tratado con el vehículo, únicamente los grupos tratados 

con LPA (a 20 y 200 nM) mostraron un mayor tiempo nadando (p < 0,023, p < 0,031, 

respectivamente).  

Estos datos sugieren que el receptor LPA1 interviene en la regulación del 

comportamiento de afrontamiento activo del animal, ya que su bloqueo a través de los 

antagonistas de manera continuada produce un comportamiento de tendencia depresiva. Por 

contra, cuando la activación del receptor es mediada por LPA exógeno favorece la conducta 

activa del animal, apoyando estos datos, así, la posibilidad de regulación farmacológica de 

estas conductas. 
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Figura 25. Conductas registradas en el test de natación forzada. (A) Los grupos de ratones 

tratados con los antagonistas VPC 32183 y Ki16425 tiened a tardar muy poco tiempo en presentar una 

primera inmovilidad, siendo significativa a esta conducta en el grupo tratado con Ki16425. (B) El 

análisis de la inmovilidad registrada en los últimos 4 min de la prueba demostró que los grupos de 

animales tratados con los compuestos antagonistas presentaron un nivel de inmovilidad superior al del 

grupo control, siendo mayor del 65 % ± 2,5 %, frente a la reducción observada en el grupo  de animales 

tratados con el agonista LPA (20 nM y 200 nM), con niveles por debajo del 50 % ± 3,2 %.  

 

3.2 Neurogénesis 

Como se ha mencionado en la introducción, los estudios llevados a cabo hasta la fecha 

por nuestro grupo de investigación con los ratones Málaga carentes del receptor LPA1 han 

demostrado la necesidad del mismo para la proliferación y diferenciación de los precursores 

neuronales durante el desarrollo y en el cerebro adulto y que dicha vía de señalización es 

partícipe en la respuesta neuronogénica mediada por estímulos externos, en la modulación de 

respuesta ante factores inhibidores de la neurogénesis, y en los procesos cognitivos de 

memoria y aprendizaje así como de conductas emocionales paralelas a ellos (Estivill-Torrús et 

ál., 2008; Matas-Rico et ál., 2008; Santín et ál.; 2009; Castilla-Ortega et ál., 2010, 2011, 2012, 

2013). Los trabajos previos de administración de agonistas y antagonistas con efectos sobre 

diferentes procesos cognitivos y emocionales (Dash et ál., 2004; Pedraza et ál., 2013; Castilla-

Ortega et ál., 2014) demuestran la posibilidad de regulación farmacológica. Por todo ello, de 

manera lógica y entre otras razones, en nuestro estudio se analizó la respuesta neuronogénica 

B) 
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en relación a las pruebas de conducta  expuestas en este capítulo, a objeto de inferir 

correlaciones y asociaciones entre estos procesos. 

 

 

3.2.1 Proliferación celular y desarrollo de las nuevas neuronas 

 La proliferación celular se estudió en la ZSG del hipocampo y en la ZSV por medio de la 

administración (en los últimos 4 días anteriores a la perfusión) de BrdU y su posterior 

inmunotinción y cuantificación. Los análisis mostraron que, a nivel del hipocampo, hubo un 

efecto del tratamiento (F(1,25) = 4,247; p < 0,009) (medias ± SEM (nº células BrdU+): control: 

148,3 ± 21,8; VPC 32183: 222 ± 32,8; Ki16425: 184 ± 33,4; LPA 20nM: 317,3 ± 58,7; LPA 200 

nM: 342,6 ± 61,5) correspondiente a una mayor estimulación de la proliferación en los grupos 

de ratones tratados con LPA (a 20 y 200 nM, LSD: p < 0,035, p < 0,001 respectivamente, Figura 

26A). El tratamiento con los antagonistas VPC 32183 y Ki16425 no fue capaz de generar una 

inhibición y reducción de la proliferación en la ZSG hipocampal. Sin embargo, el tratamiento 

con los antagonistas sí que produjo un deterioro notable en la proliferación celular en la ZSV 

(F(1,25) = 11,038; p < 0, LSD: control vs. VPC32183 p < 0,024; control vs. Ki16425 p < 0,032, 

Figura 26B) (medias ± SEM (nº células BrdU+): control: 3253,2 ± 274,2; VPC 32183: 2180 ± 

252,2; Ki16425: 2240 ± 123,2; LPA 20nM: 4051,2 ± 285,7; LPA 200 nM: 4456,8 ± 471,8), 

proliferación que, de manera correspondiente, se vio mayoritariamente favorecida de manera 

significativa por el tratamiento con LPA a 200 nM (LSD: control vs. LPA 200 nM p < 0,013) 

mostrando igualmente una tendencia al aumento con el tratamiento de LPA a 20 nM si bien 

no alcanzó valor estadísticamente significativo (LSD: control vs. LPA 20 nM p < 0,08). 

 

 

 

 

  

 

A) Proliferación en la zona subgranular 
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B) Proliferación en la zona subventricular 
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Figura 26. Proliferación celular en la ZSG y en la ZSV. Las gráficas muestran el número de 

células por área evaluada, para cada tratamiento, y expresadas como medias ± SEM. LSD: diferencias 

con el grupo control (* p < 0,05Las imágenes son representativas de cada una de las situaciones 

experimentales, mostrando la inmunodetección de células BrdU+. En las correspondientes a la ZV, las 

imágenes inferiores son amplificaciones de la zona marcada con el cuadrado.Escalas: panel superior, 

100 µm y panel inferior, 20 µm 

 

Una vez determinada la población proliferativa de las áreas neuronogénicas en cada 

tratamiento, por su implicación en la conducta, se analizó la neurogénesis propiamente dicha 

en el giro dentado del hipocampo mediante el uso de un marcador neuronal, en este caso el 

marcador endógeno DCX, especifico de neuronas inmaduras (Nacher et ál., 2001) y que 

permite estudiar no sólo el número de neuronas inmaduras sino su grado de maduración en 

esa etapa inicial (Plümpe et ál., 2006). Tras la inmunodetección y posterior cuantificación 

respecto al grupo control, los análisis revelaron que en el grupo de animales tratados con el 

antagonista Ki16425 tuvo lugar un incremento significativo del número de neuronas jóvenes 

en la etapa inmadura (definida como el estado proliferativo e intermedio donde la neurona 

aparece con una o dos dendritas de corta longitud; Plümpe et ál., 2006) (LSD: control vs. 

Ki16425 p < 0,022, Figura 27) (medias ± SEM (nº células DCX+ en la etapa inmadura): control: 

504,9 ± 63,3; VPC 32183: 508,3 ± 68,8; Ki16425: 760 ± 161,3; LPA 20nM: 586,5 ± 74,1; LPA 200 
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nM: 562,3 ± 44,9). Este incremento, en el caso de los animales tratados con VPC 32183, no 

llegó a ser significativo y sólo se registró la tendencia marcada por el antagonista. Por contra, 

en los grupos de animales tratados con el agonista LPA, tanto a 20 nM como a 200 nM, se 

observó un incremento del número de neuronas jóvenes en etapa madura (definida como el 

estado postmitótico donde la neurona presenta una dendrita arborizada, Plümpe et ál., 2006) 

(LSD: control vs. LPA 20 nM p < 0,044; control vs. LPA 200 nM p < 0,009) (medias ± SEM (nº 

células DCX+ en la etapa madura): control: 488,6 ± 66,5; VPC 32183: 419,1 ± 60,3; Ki16425: 358 

± 66,5; LPA 20nM: 704,3 ± 91,9; LPA 200 nM: 834,9 ± 96,3). Paralelamente, los grupos de 

animales tratados con los antagonistas Ki16425 y VPC 32183 presentaron una reducción de 

neuronas jóvenes de etapa madura, particularmente en los tratados con Ki16425, aunque no 

fue estadísticamente significativa (LSD: control vs. Ki16425 p < 0,062). En términos globales, 

únicamente el grupo de animales tratados con LPA a 200 nM aumentó significativamente el 

número total de DCX+ en comparación con el grupo control (p < 0,043) (medias ± SEM (nº 

células DCX+ total): control: 993,5 ± 64,9; VPC 32183: 927,4 ± 64,6; Ki16425: 1118 ± 113,9; LPA 

20nM: 1290,8 ± 83; LPA 200 nM: 1397,2 ± 70,6). Estos datos están en la línea de los resultados 

obtenido anteriormente por nuestro grupo de investigación, demostrando el papel del LPA a 

través del receptor LPA1 en la correcta regulación de la neurogénesis hipocampal adulta, así 

como en la maduración de las células generadas (Matas-Rico et ál., 2008; Castilla-Ortega et ál., 

2011) y en la que tiene lugar en los ventrículos laterales (Matas-Rico et ál., 2009). Como se 

acaba de mostrar, estos procesos son lo que están, particularmente afectados cuando se 

produce una inhibición de la vía de señalización con antagonistas. Además, los datos 

mostrados avalan el potencial regulador de la administración farmacológica para la 

estimulación exógena de formación de neuronas así como de su diferenciación y maduración.  
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Figura 27. Desarrollo de las nuevas neuronas en la ZSG. Las gráficas muestran el número de 

neuronas de reciente formación (DCX+) en el giro dentado hipocampal, diferenciadas en estado 

inmaduro, cuando aún no han podido desarrollar una arborización considerable, y maduro, cuando 

ésta ya es visible. Se muestran los datos para cada tratamiento, y expresados como medias ± SEM. LSD: 

diferencias con el grupo control (* p < 0,05). Las imágenes son representativas de cada una de las 

situaciones experimentales, mostrando la inmunodetección de células DCX+. El desarrollo de la 

arborización de las dendritas (cabeza de flecha) muestra, respecto al control, un mayor nivel en los 

animales tratados con el agonista. El antagonista, particularmente el Ki16425 no sólo impide el 

desarrollo de la misma sino que provoca una mala diferenciación, siendo frecuente, observar neuronas 

muy inmaduras incapaces de orientar sus procesos radialmente (flechas). Escalas: panel izquierdo, 100 

µm y panel derecho, 20 µm. 
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3.3 Apoptosis 

 Los procesos de neurogénesis hipocampal, así como la resolución de las conductas 

dependientes de ellos, precisan de una correcta regulación de los mecanismos de muerte 

celular programada (Buss et ál., 2006; Dupret et ál., 2007; Kim et ál., 2009; revisado en Kim y 

Sun, 2011). Por otra parte, los datos previos de nuestro grupo de investigación han 

demostrado que la ausencia de la vía mediada por el receptor LPA1, además de impedir una 

correcta neurogénesis, conllevan  un aumento de apoptosis durante el desarrollo cortical 

(Estivill-Torrús et ál., 2008) y, en el giro dentado hipocampal de animales sometidos a estrés 

crónico (Castilla-Ortega et ál., 2011). Además, son numeros los estudios que describen efecto 

exógeno de LPA sobre el control de la muerte celular neuronal (Kingsbury et ál., 2003; Sun et 

ál., 2010). Es por ello que se consideró preciso estudiar los mecanismos de apoptosis que 

podrían concurrir con los resultados obtenidos a nivel de conducta y neurogénesis bajo el 

tratamiento farmacológico.   

El estudio de la muerte celular se realizó en la zona del giro dentado del hipocampo. El 

análisis estadístico mostró que hubo un efecto del tratamiento (F(1,25) = 2,861, p < 0,044) 

(medias ± SEM (nº núcelos apoptóticos): control: 4,5 ± 0,9; VPC 32183: 8 ± 1,3; Ki16425: 10,4 ± 

2,1; LPA 20nM: 4,8 ± 1,6; LPA 200 nM: 4,7 ± 1,6) en el grupo de animales tratados con el 

antagonista Ki16425, que mostró un mayor número de núcleos apoptóticos (p < 0,012, Figura 

28) con respecto al grupo control. En el caso de los animales tratados con el antagonista VPC 

32183 aumentó el número de núcleos aunque no mostró un efecto significativo. Los animales 

tratados con LPA mostraron valores similares a los del grupo control, lo que sugiere ausencia 

de alteraciones celulares significativas por efecto exógeno, siendo únicamente los procesos 

celulares asociados a la inhibición o al bloqueo de la señal por el receptor LPA1 los que se 

acompañaron de incremento de muerte celular. 
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Figura 28. Apoptosis en la zona del giro dentado. Las gráficas muestran el número de núcleos 

apoptóticos en el hipocampo, para cada tratamiento, y expresadas como medias ± SEM. Únicamente los 

animales tratados con antagonistas mostraron variación en el número de núcleos apoptóticos, con 

tendencia al aumento, en el caso de los tratados con VPC 32183, e incremento significativo, en el caso 

de los tratados con Ki16425. Imágenes representativas, para cada situación experimental, de núcleos 

apoptóticos (en marrón) localizados en la ZSG, considerados para la cuantificación en el hipocampo. 

LSD: diferencias con el grupo control (* p < 0,05). Escala imágenes: 20 µm. 
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3.4 Actividad neuronal hipocampal 

 La actividad neuronal fue estudiada analizando la expresión del gen temprano c-fos, 

habida cuenta de su rápida expresión en neuronas cuando son estimuladas (Sagar et ál., 1988; 

Berghorn et ál., 1994), incluidas las de la zona hipocampal, comprendiendo el giro dentado 

(Reul et ál., 2009; Stone et ál., 2011; Trollope et ál., 2012). Además, estudios previos de 

nuestro grupo de investigación han mostrado tasas anómalas de actividad neuronal 

hipocampal en ausencia de la vía de señalización por LPA1 (Castilla-Ortega et ál., 2012). Por 

ello mostraba especial interés, en nuestro caso, observar las variaciones de actividad neuronal 

hipocampal tras tratamiento farmacológico con los agonistas y antagonistas estudiados, para 

buscar correlación con los resultados histológicos y de conducta, así como valorar la actividad 

neuronal hipocampal en condiciones de antagonismo de la vía. 

 El análisis en el hipocampo se realizó en las regiones de giro dentado (GD) (zona 

superior e inferior), CA1 y CA3. Los análisis mediante ANOVA de una vía mostraron un efecto 

del tratamiento sobre el número de células c-Fos+ en las zona superior del GD (F(1,25) = 14,695, 

p < 0) (medias ± SEM (nº células c-Fos+): control: 631 ± 50,9; VPC 32183: 444 ± 74,1; Ki16425: 

434,4 ± 37,8; LPA 20nM: 1023 ± 82,4; LPA 200 nM: 1030 ± 131,7), CA3 (F(1,25) = 11,629, p < 0) 

(medias ± SEM (nº células c-Fos+): control: 991 ± 116,6; VPC 32183: 616 ± 57,5; Ki16425: 631,2 

± 81,9; LPA 20nM: 1063 ± 65,1; LPA 200 nM: 1074 ± 70,9) y CA1 (F(1,25) = 10,068, p < 0) (medias 

± SEM (nº células c-Fos+): control: 1581 ± 246,2; VPC 32183: 876 ± 81,5; Ki16425: 960 ± 100,7; 

LPA 20nM: 1780 ± 156,9; LPA 200 nM: 1758 ± 155,7). Sumando el número total de células c-

Fos+ en el hipocampo, el análisis mostró también un efecto del tratamiento (F(1,25) = 14,134, p 

< 0) (medias ± SEM (nº células c-Fos+ total): control: 3203 ± 137,9; VPC 32183: 1936 ± 71.1 

Ki16425: 2025,6 ± 73,5; LPA 20nM: 3866 ± 101,5; LPA 200 nM: 3862 ± 119,4). Las 

comparaciones post hoc mostraron un aumento significativo del número de células c-Fos+ en 

la región superior del GD en los animales tratados con LPA a 20 y 200 nM (p < 0,006, p < 0,001, 

respectivamente) así como en el número total de células c-Fos+ en el hipocampo, siendo 

significativo para el grupo LPA a 200 nM (p < 0,038), todos los datos siempre en comparación 

con el grupo control. Además, los grupos de animales tratados con los antagonistas VPC 32183 

y Ki16425 presentaron una reducción del número de células c-Fos+ en la región CA1 (p < 0,001, 

p < 0,008, respectivamente), en la región CA3 (p < 0,001, p < 0,004, respectivamente, Figura 
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29) y por tanto, una reducción global en el hipocampo (p < 0,001, p < 0,007, respectivamente) 

con respecto con el grupo control. 

 Estos datos demuestran un nivel de actividad hipocampal mediado por LPA en aquellas 

regiones donde el mismo agonismo generará respuesta proliferativa y estimulación de 

maduración neuronal con arborización dendrítica, es decir, un hipocampo estimulado. A su 

vez, muestran inhibición de actividad neuronal, por debajo de los niveles basales control, en el 

hipocampo de animales tratados con los antagonistas de la vía de señalización, y de acuerdo, 

en cierto modo, con lo que se esperaría de un hipocampo donde las respuesta neurogénica y 

de diferenciación neuronal no van a ser correctas. 
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Figura 29. Actividad neuronal en la región del hipocampo: zona superior de GD, zona inferior 

del GD, CA3 y CA1. Las gráficas muestran el número de células c-Fos+ en el hipocampo, para cada 

tratamiento, y expresadas como medias ± SEM. LSD: diferencias con el grupo control (* p < 0,05). Las 

imágenes son representativas de cada una de las situaciones experimentales, mostrando la 
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inmunodetección de células c-Fos+ en el hipocampo (panel izquierdo), área CA3 hipocampal (panel 

central) y  aumento con detalle de la expresión en CA3. Escalas: panel izquierdo, 200 µm; panel central, 

100 µm; y panel derecho, 20µm. 

 

3.5 Regulación del receptor LPA1 y de la proteína quinasa II dependiente de calcio y 

calmodulina (CaMKII) 

Dos fueron los aspectos analizados sobre los extractos proteicos de los animales 

tratados con los diferentes fármacos. De una parte, la expresión de los receptores LPA1-3, por 

ser las dianas de los fármacos utilizados (aún cuando se trabajara a concentraciones cercanas 

a la constante de mayor afinidad por el receptor LPA1) y a fin de saber si el tratamiento, 

además de modular la señalización,  puede incidir, de alguna manera en la expresión de los 

receptores. De otra, la expresión de la enzima CaMKII. Los estudios de Pilpel y Segal (2006) 

han demostrado el papel del LPA, a través del receptor LPA1, en la formación de la sinapsis en 

las espinas dendríticas, donde se distribuye ampliamente. Es en esas sinapsis donde, por otra 

parte, Musazzi et ál. (2011) analizando sinaptosomas de hipocampos de ratones carentes del 

receptor LPA1, observaron alteraciones de los niveles de fosforilación de las isoformas alfa y 

beta de CaMKII, afectando a la regulación sináptica, dependiente de ello. La participación de 

esta molécula en la potenciación a largo plazo y la excitabilidad neuronal, modulando la 

transmisión glutamatérgica (Lisma et ál., 2002) la convierten de interés para nuestros 

estudios, sumado a  las alteraciones glutamatérgicas presentes en el hipocampo en ausencia 

del receptor LPA1 (Harrison et ál., 2003; Roberts et ál., 2005; Cunnigham et ál., 2006; Blanco et 

ál., 2012). El estudio de la expresión del receptor LPA1 y la isoforma alfa de la CaMKII en su 

forma inactiva (no fosforilada) y activa (fosforilada en el residuo treonina 286) se realizó a 

través de western blot.  

Cabe decir que, si bien el estudio incluyó también el análisis de los receptores LPA2 y 

LPA3, de cara a observar cualquier variación en la expresión de los receptores sobre los que 

podrían actuar los fármacos administrados, en ninguno de los dos casos fue posible apreciar 

una señal significativa detectable con el protocolo utilizado y usando diferentes anticuerpos 

de diferentes casas comerciales. Tampoco existe precedente en la literatura. No obstante, en 

trabajos previos de nuestro grupo se ha descrito en la misma cepa de ratón, mediante PCR a 
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tiempo real, ausencia de niveles detectables de expresión para el receptor LPA2 a nivel 

hipocampal (García-Díaz, 2010). El mismo trabajo demostró que la expresión del receptor LPA3 

en el hipocampo de ratones nulos para el receptor LPA1 no experimentaba variación alguna 

respecto al animal normal. Por todo ello, pensamos que, no parece probable que esta 

expresión pudiera verse afectada de manera significativa en nuestro estudio. 

El análisis mediante ANOVA de una vía mostró que apenas existía variación en la 

expresión del receptor LPA1 con respecto a la constitutiva de la GAPDH, y en relación a los 

diferentes tratamientos por comparación con el grupo control, a excepción, llamativamente 

del grupo de animales tratados con el antagonista Ki16425, que mostró una reducción de 

expresión significativa (F(1,5) = 29,273, p < 0,001, LSD: control vs. Ki16425: p < 0,0001, Figura 

30) (medias ± SEM: 0,63 ± 0,03; VPC 32183: 0,67 ± 0,03; Ki16425: 0,43 ± 0,03; LPA 20 nM: 0,69 

± 0,04; LPA 200 nM: 0,68 ± 0,01). Así, los datos muestran que el agonista LPA no parece 

generar desensibilización del receptor por la exposición continuada del agonista, mientras 

que, los antagonistas VPC 32183 y Ki16425, por su parte, muestran diferente resultado, 

especialmente en el caso de Ki16425 que es capaz de generar efecto sobre la expresión del 

receptor, sugiriendo agonismo parcial en su efecto, de acuerdo a otros estudios previos 

(Moughal et ál., 2006). 
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Figura 30. Semicuantificación del receptor LPA1 en extractos de hipocampos derechos. Se 

muestran las bandas detectadas, representativas de la expresión del receptor LPA1 y de la constitutiva 

de GAPDH, para los diferentes tratamientos. La gráfica muestra la proporción de expresión 

LPA1/GAPDH a nivel de hipocampo y para cada tratamiento, expresadas como medias ± SEM. No hubo 

diferencias significativas, a excepción de la reducción observada para el grupo de animales tratados 

con el antagonista ki16425 (p < 0,0001).    

 

Por otra parte, el ANOVA de una vía para el análisis de expresión de αCaMKII mostró 

que hubo una disminución significativa de expresión de la forma inactiva de la proteína en el 

caso de los animales administrados con antagonista (F(1,5) = 3,691, p < 0,009, LSD: VPC 32183 

vs. control p = 0,029; Ki16425 vs. control p = 0,0035, Figura 31) (medias ± SEM: 0,83 ± 0,03; 

VPC 32183: 0,67 ± 0,03; Ki16425: 0,67 ± 0,04; LPA 20 nM: 0,74 ± 0,01; LPA 200 nM: 0,77 ± 

0,05). En cambio, para el grupo de animales tratados con agonista (c18:1 LPA a 20 y a 200 nM) 

la expresión se mantuvo similar al grupo control (Figura 31). La subunidad alfa de la proteína 

CaMKII puede ser fosforilada a través del aminoácido treonina 286 (p-Thr286 αCaMKII) 

manteniéndose activa aún sin estar presente el calcio o la calmodulina prolongando su efecto 

(Yang y Schulmann, 1999). El ANOVA de una vía mostró que hubo diferencias significativas 

entre el tratamiento de LPA a 200 nM con respecto el control (F(1,5) = 3,097, p < 0,06, LSD: 

control vs. LPA 200nM: p < 0,034, Figura 31) mostrándose un aumento de expresión, y sin que 

hubiera variación alguna en el resto de grupos experimentales, a excepción de una tendencia 

en el grupo tratado con agonista a 20 nM, que registró la tendencia, significativa a mayor 

concentración. Los resultados sugieren, por tanto, alteraciones del equilibrio entre las formas 

activa e inactiva de la proteína CaMKII, con patrón de inhibición de la forma inactiva cuando el 

tratamiento conlleva antagonismo del receptor LPA1, y patrón estimulatorio de la forma activa 

tras  tratamiento con agonista. 
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Figura 31. Semicuantificación de la proteína αCaMKII en su forma inactiva y activa 

(fosforilada) en extractos de hipocampos derechos. Se muestran las bandas detectadas, 

representativas de la expresión, tras cada tratamiento, de αCaMKII y fosfo-αCaMKII así como de la 

constitutiva de GAPDH. Las gráficas muestran la proporción de expresión αCaMKII /GAPDH y fosfo-
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αCaMKII /GAPDH  a nivel de hipocampo y para cada tratamiento, expresadas como medias ± SEM.  Se 

observó una disminución de la expresión de la proteína αCaMKII inactiva en los grupos tratados con 

VPC 32183 y Ki16425, así como una tendencia e incremento significativo de la forma fosforilada de la 

proteína, en los grupos tratados con el agonista, a 20 y a 200 nM, respectivamente. LSD: diferencias 

con el grupo control (* p < 0,05). 

 

3.6 Control rutinario de inflamación 

A objeto de descartar que los efectos observados pudieran verse afectados por 

procesos inflamatorios locales asociados a la propia colocación de la cánula para la 

administración farmacológica, se estudió el área ipsilateral a la zona de inyección, realizando 

análisis histológico para la astroglia (GFAP+), microglía (Iba1+) y para valorar la presencia, o no, 

de infiltrados de poblaciones T linfocitarios (CD3+). Si bien éste no fue un resultado de la 

investigación, como tal, sino un control de validez experimental, por evitar que no quedase 

correctamente aclarado en la sección de métodos, se expone aquí esta consideración. 

En todos los casos y, después de 21 días de tratamiento, el análisis mediante 

inmunohistoquímicas en la ZSV, junto a la región del ventrículo donde se colocó la cánula, 

mostró ausencia de astrogliosis, de microglía reactiva, y de linfocitos T en el tejido. No hubo 

diferencia histológica en  ninguno los diferentes tratamientos con los fármacos que permitiera 

sugerir efecto alguno de la colocación de la cánula sobre el comportamiento del animal ni 

sobre el resto de los parámetros evaluados. 
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4.  

DISCUSIÓN 

 

 Los resultados obtenidos en este estudio demuestran la validez de la modulación 

farmacológica mediante administración continuada, de la señalización mediada por el 

receptor LPA1 actuando sobre la conducta del animal así como sobre procesos neurobiológicos 

asociados. A nivel celular, la administración farmacológica actúa sobre: 1) la regulación de la 

neurogénesis en el adulto en la zona subgranular y en la zona subventricular, 2) la regulación 

de la maduración de las nuevas neuronas en el hipocampo, 3) la actividad neuronal 

hipocampal y 4) la regulación de la proteína CaMKII asociada a plasticidad hipocampal. A nivel 

comportamental los tratamientos actúan sobre: 1) la regulación emocional (ansiedad y 

conducta de afrontamiento pasivo y activo del animal), 2) la actividad exploratoria y 3) la 

memoria de trabajo espacial, dependiente de hipocampo.   

 

4.1 Papel del receptor LPA1 sobre la neurogénesis en el adulto, la muerte celular y la 

activación neuronal 

La alteración de los procesos cognitivos y emocionales que dan lugar a numerosos 

trastornos psicopatológicos como por ejemplo la depresión, la ansiedad o la esquizofrenia, 

que,  significativamente, empeoran la función del sistema nervioso y degradan la calidad de 

vida de los sujetos que lo padecen. Una región cerebral importante para los procesos de la 

consolidación de la memoria, la función cognitiva y la regulación del estado de ánimo es el 

hipocampo. Una alteración en la neurogénesis hipocampal adulta conlleva a una 

desregulación funcional ocasionando los trastornos anteriormente citados (Eisch y Petrik, 

2012, Jun et ál., 2012). 

Por los estudios realizados en nuestro grupo de investigación, conocemos que la 

neurogénesis hipocampal adulta requiere de la participación del receptor LPA1, ya que en su 

ausencia hay una reducción de la proliferación celular y una alteración en la maduración de las 

nuevas neuronas formadas en la ZSG del hipocampo (Matas-Rico et ál., 2008; Castilla-Ortega 
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et ál., 2011). Los estudios neuroquimicos y conductuales se han sumado a éstos de manera 

que, en los últimos años, los trabajos realizados por diferentes equipos, asi como por nuestro 

grupo de investigación, han venido a  demostrar la relevancia del receptor LPA1 para el estudio 

de diferentes patologías psiquiátricas (ver en introducción, revisado en Estivill-Torrús et ál., 

2013). 

Los resultados de esta Tesis Doctoral confirman la participación del receptor en estos 

procesos. En relación a la neurogénesis y maduración de las neuronas formadas, el bloqueo 

permanente del receptor LPA1, por los antagonistas VPC 32183 y Ki16425, administrados de 

manera crónica y a concentraciones cercanas de su constante de inhibición, mostraron una 

una reducción de la proliferación celular en la ZSV (células BrdU+), de acuerdo a lo observado 

en animales carentes del receptor LPA1 (Matas-Rico, 2009). Sin embargo, no se encontró una 

reducción de proliferación en la ZSG. Esta diferencia pudo ser debida a que los procesos de 

proliferación en la ZSG y la ZSV están regulados por diferentes mecanismos (revisado en 

Castilla-Ortega et ál., 2011; Sawada y Sawamoto, 2013) y por los procesos de plasticidad 

cerebral para contrarrestar los efectos negativos del bloqueo continuado en la ZSG. Así, este 

bloqueo del receptor LPA1, debería reducir la activación de las vías asociadas al receptor, tales 

como Gαi/o, Gαq/11 y Gα12/13, disminuyendo los niveles de Rho (Sato et ál., 2005), el flujo del 

calcio intracelular (Ohta et ál., 2003; Dubin et ál., 2010; Shin et ál., 2012; David et ál., 2012), 

los niveles de MAPK (Moughal et ál., 2006) y aumentando la acumulación del AMPc (Ohta et 

ál., 2003). Por tanto, en los animales administrados con los antagonistas del receptor LPA1, 

deberían mostrar, una alteración funcional del hipocampo. No obstante, no debemos 

descartar que, parte de la explicación de que no se encuentren diferencias significativas a nivel 

de la ZSG con el tratamiento con VPC 32183 y KI16425 puede deberse a la baja tasa de 

proliferación en la cepa estudiada en condiciones basales, actuando este factor, en cierto 

modo, como efecto suelo y forzando a que, únicamente, puedan apreciarse las diferencias 

cuando el sistema funciona bajo estimulación (Matas-Rico et ál., 2008; Castilla-Ortega et ál., 

2011), como ocurre cuando se administra el agonista LPA. 

Por otra parte, los resultados con el tratamiento con VPC 32183 y Ki16425 demuestran 

una alteración en la maduración de las nuevas neuronas constituidas en la ZSG, destacando un 

mayor número de células DCX+ en estado inmaduro. Estos datos se hallan de acuerdo a los 

mostrados en los animales carentes del receptor LPA1, donde la ausencia del receptor genera 
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una mala diferenciación que conlleva la imposibilidad de numerosas células para adoptar su 

orientación definitiva que les permita madurar y desarrollar su árbol dendrítico (Matas-Rico et 

ál., 2008; Castilla-Ortega et ál., 2011). De manera llamativa, nuestros resultados con el 

tratamiento antagonista van asociados, además, a un aumento de apoptosis a nivel 

hipocampal, y es precisamente en la etapa inmadura cuando tiene lugar un incremento de la 

muerte celular, a objeto de remodelación plástica (Kempermann et ál., 2003; Buss et ál., 2006; 

Dupret et ál., 2007; Kim et ál., 2009; revisado en Kim y Sun 2011) por lo que, en buena 

medida, parte de la apoptosis detectada podría ser consecuencia última de la mala 

diferenciación de las neuronas jóvenes. Así, no es de extrañar que esta incorrecta maduración 

y el aumento de la muerte celular tendrá, posteriormente, consecuencias sobre la 

funcionalidad hipocampal, ya que alterará los circuitos maduros, que estarán deficitarios a 

nivel de integración neuronal por la carencia de neuronas jóvenes, explicando así la reducción 

de la actividad neuronal en áreas maduras como CA1 y CA3, y el desequilibrio de los niveles de 

CaMKII respecto a la forma activa, además de los déficits conductuales mostrados 

dependientes de hipocampo. Por último, es preciso destacar que, dada la corta duración del 

proceso de apoptosis (Majno y Joris, 1995; Elmore et ál., 2007), la cantidad resultante 

detectada en nuestro estudio, tras la administración crónica, está, casi con toda seguridad, 

subestimada respecto al total que se obtendría durante todo el tratamiento efectuado. 

La administración crónica de LPA a diferentes concentraciones (20 y 200 nM), generó 

un aumento en la neurogénesis hipocampal adulta y un mayor número de neuronas jóvenes 

que alcanzaron una correcta maduración, mostrando su característica arborización dendrítica, 

siendo más acusado este efecto con el uso de una concentración a 200 nM. El LPA 

administrado, LPA c18:1, presenta mayor afinidad para el receptor LPA1 que para el resto de 

los receptores de LPA (Heise et ál., 2001; Choi et ál., 2010), por tanto, estos resultados 

sugieren que son debido a la activación del receptro LPA1. Se ha trabajado con 

concentraciones muy ínfimas, con excepción de la condición de concentración a 200 nM 

supra-fisiológicas. La concentración o la dosis administrada de LPA son ciertamente relevantes 

ya que pueden mostrar un e ecto bene icioso o per udicial para las células.  Por e emplo, a 

dosis ba as (0,1  ̴30  mol/l) el LPA presenta un e ecto protector ante la muerte celular, 

mientras que a una dosis mayor (por encima de 50 µmol/l) produce lo contrario (Holtsberg et 

ál., 1998; Zheng et ál., 2004), además de presentar retracción de las neuritas y colapso del 
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crecimiento del cono axonal a través de las vías de señalización de G12/13 (Nurnberg et ál., 

2008). En otro estudio, el uso de concentraciones cercanas a las empleadas en esta Tesis 

Doctoral (entre 10-300 nM),  demostró que la administración de LPA sobre cultivos de células 

progenitoras neuronales, modulaba el flujo de calcio intracelular (Dubin et ál., 2010). Además, 

hay que destacar que el receptor LPA1 se expresa también en células gliales (células de 

Schwann, oligodendrocitos y astrocitos) (revisado en Rivera y Chun, 2008; Choi et ál., 2010; 

Choi y Chun, 2013). En los astrocitos, la activación del receptor LPA1 a través de LPA 

incrementa la diferenciación neuronal, así como la liberación de factores neurotróficos (Spohr 

et ál., 2008). En cuanto al eje LPA-ATX, a nivel cerebral, se desconoce la concentración de LPA 

que inhibe a la enzima, aunque se ha descrito que la concentración de ATX es 1,8 veces mayor 

que en el plasma (Nakamura et ál., 2009). Esto indicaría que la enzima puede ser menos 

sensible a las concentraciones fisiológicas de LPA en el líquido cefalorraquídeo (Nakamura et 

ál., 2009).  

No se hallaron alteraciones estructurales en el giro dentado del hipocampo ni en la 

zona ventricular que pudieran dar explicación alternativa a estos resultados. Por tanto, los 

resultados corroboran el papel y la importancia del receptor LPA1 tanto en la neurogénesis 

adulta como para mantener una correcta diferenciación de las nuevas neuronas jóvenes 

generadas. En este sentido cabe destacar que la estimulación, inducida por la administración 

de LPA, sobre la neurogénesis hipocampal, desemboca en un aumento de poblaciones 

celulares maduras. Este aumento va asociado a un mayor número de neuronas activas en giro 

dentado y sin que venga acompañado de variación en los niveles de apoptosis por lo que cabe 

esperar que no fuera, en ningún modo, causa de colapso sino de mejor funcionalidad como lo 

demuestran las pruebas conductuales y, a nivel celular, el aumento de actividad neuronal en 

el giro dentado, los niveles normales de actividad en las áreas CA1 y CA3 y el aumento de 

expresión de CaMKII fosforilada. 

En cuanto a la expresión de la proteína CaMKII, la subunidad alfa de la proteína se 

encuentra disminuida en los animales administrados con los antagonistas VPC 32183 y 

Ki16425 indicando una menor disponibilidad del complejo o bien alteraciones del equilibrio 

entre la forma inactiva y la fosforilada. Musazzi et ál. (2011) describieron en animales carentes 

del receptor LPA1 un incremento únicamante de las formas fosforiladas, sin que hubiera 

diferencia alguna en la forma inactiva de la isoforma alfa de la enzima. Nuestros resultados 
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discrepan parcialmente de estas observaciones aunque debe tenerse en cuenta, por una 

parte, la diferencia experimental entre un animal nulo, medido a condiciones basales, donde, 

además de defectos desde su desarrollo, no está sometido a ninguna demanda de ejecución, 

de la presente en nuestra situación experimental, donde el animal completa una 

administración crónica y una ejecución de diferentes pruebas de comportamiento, existiendo 

una demanda de actividad hipocampal. Esta menor disponibilidad de CaMKII redunda de una 

manera u otra en la capacidad de mantener una concentración efectiva de CaMKII fosforilada. 

De hecho, significativamente, mientras los animales tratados con VPC 32183 y Ki16425, no 

muestran variaciones en los niveles de CaMKII fosforilada, los animales tratados con agonista 

LPA a 200 nM sí muestran una mayor cantidad de la forma fosforilada activa de la enzima. Las 

consecuencias de estas diferencias son más evidentes cuando se ha descrito que dicha 

actividad favorece las respuestas sinápticas, merced a interacciones con los receptores 

ionotrópicos de glutamato, con una mayor localización sináptica de los receptores NMDA y 

AMPA (Musazzi et ál., 2011) y la fosforilación de los receptores AMPA (Kramar et ál., 2003) 

implicados en la potenciación a largo plazo. Estas alteraciones, en última instancia, 

determinan parte de la respuesta a nivel conductual, como veremos más adelante y como se 

ha descrito ampliamente, remarcando el papel de la activación de CaMKII en la ansiedad, el 

aprendizaje y memoria (Miller et ál., 2002; Du et ál., 2004) aunque, para determinar mejor, en 

nuestro caso, el peso específico de la modulación de CaMKII mediada por la señalización por el 

receptor LPA1, es preciso aún conocer los efectos del tratamiento farmacológico sobre los 

sistemas glutamatérgicos (alterados en ausencia del receptor LPA1; Harrison et ál., 2003; 

Roberts et ál., 2005; Musazzi et ál., 2010; Blanco et ál.,  2012) por ser precisamente la 

interacción del receptor NMDA con CaMKII en los complejos sinápticos la que determina 

mayoritariamente su actividad (Leonard et ál., 1999; Fink et ál., 2002). Parte de esta 

explicación puede ofrecerla igualmente los datos observados de actividad neuronal. 

Funcionalmente, los estudios de marcadores tempranos de expresión génica, tales 

como c-fos, arc o zif268, para medir la actividad neuronal (Saffen et ál., 1988; Luckman et ál., 

1994) presentan mucho interés, por estar implicados en los mecanismos de la plasticidad 

sináptica (potenciación a largo plazo) (Tischmeyer y Grimm, 1999; Platenik et ál., 2000). Su 

aplicación al estudio de neurogénesis hipocampal está bien documentada, principalmente 

para el análisis de correlación de neurogénesis con aprendizaje y memoria (Reul et ál., 2009; 
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Stone et ál., 2011; Castill-Ortega et ál., 2012; Trollope et ál., 2012). Los datos obtenidos 

sugieren que el receptor LPA1 está implicado en la regulación de la actividad neuronal (Castilla-

Ortega et ál., 2012), ya que al ser bloqueado por los antagonistas VPC 32183 y Ki16425, se 

produce una reducción de la expresión de la proteína c-Fos en el hipocampo, sobre todo en las 

regiones CA1 y CA3. Estos cambios, demuestran, por una parte, cambios funcionales asociados 

a déficits neurogénicos que generan un hipocampo anómalo y, por otra, también pueden 

representar cambios independientes y específicos de la funcionalidad de las neuronas de CA1 

y CA3, habida cuenta del papel del receptor LPA1 a nivel de CA1 (Pilpel y Segal, 2006; Matas 

Rico, 2009) . La afectación de la actividad de las neuronas de estas áreas sugiere, en relación 

con lo que comentábamos anteriormente la posibilidad de una reducción efectiva de la 

transmisión glutamatérgica hipocampal disminuyendo la liberación de glutamato (Roberts et 

ál., 2005), la alteración de la densidad y actividad de los receptores de glutamato (Musazzi et 

ál., 2011, Blanco et ál., 2012), la disminución de los complejo de SNARE y la disminución del 

complejo CaMKII (Musazzi et ál., 2011; y resultados presentados en esta Tesis). En el caso del 

antagonista Ki16425, al actuar éste sobre los niveles de AMPc, incrementándolos (Ohta et ál., 

2003), puede haber ocurrido una mayor fosforilación de la proteína CREB, siendo un 

importante promotor de la transcripción del gen c-fos. Sin embargo, se mostró una reducción 

de la expresión de la proteína c-Fos, sugiriendo la existencia de otras vías de regulación de 

CREB, como MAPK o el complejo CaMKIV, que pudieron estar involucradas en la activación del 

gen (Miyamoto, 2006). 

 

4.2  Papel del receptor LPA1 sobre la conducta 

 Además de conllevar los efectos mostrados a nivel celular, el tratamiento 

farmacológico mediante administración crónica afectó al comportamiento exhibido por los 

animales en las diferentes pruebas, debido, cuando menos, a tales efectos. En la prueba del 

campo abierto los animales administrados con el antagonista Ki16425, se caracterizaron por 

un incremento en la frecuencia de las conductas de valoración de riesgo y de acicalamiento, 

además de presentar un aumento del número de defecaciones. El grupo administrado con el 

antagonista VPC 32183, aunque no manifestó grandes diferencias en la actividad exploratoria, 

sí tuvo una tendencia a aumentar estas variables. Hay estudios que han relacionado el 

incremento de estas variables con  una conducta de tipo ansiosa (Ramos y Mormede, 1998; 
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Crawley, 1999; Carola et ál., 2002; Ohl et ál., 2002; Kaleuff y Tuohimaa, 2004; Carobrez y 

Bertoglio, 2005; Lever et ál., 2006). Sin embargo, en otros estudios a las variables de 

acicalamiento y del número de defecaciones les otorgan un significado independiente (Lister, 

1990; Carola et ál., 2002; Ohl et ál., 2002). Los datos presentados concuerdan con nuestros 

resultados previos con el comportamiento de los animales carentes del receptor LPA1 (Santín 

et ál., 2009; Castilla-Ortega et ál., 2010), en los cuales se muestran un déficit en la actividad 

exploratoria así como un aumento de pautas de tipo ansioso. Por el contrario, una fuente de 

LPA exógena adicional a nivel cerebral, se caracterizó por una mejora tanto en la actividad 

locomotora como en la actividad exploratoria ante un contexto novedoso. Se puede deducir, 

por tanto, que el receptor LPA1 interviene, y es un factor importante, en este tipo de 

conductas. 

La reducción en las conductas exploratorias en el grupo Ki16425 y en menor medida en 

el grupo VPC 32183, no se explicaría por un déficit motor ya que sus niveles de actividad 

locomotoras son similares a los presentados por el grupo control tanto en el campo abierto 

como en el laberinto en Y. Las conductas de exploración se han relacionado con la función 

hipocampal dorsal, como la valoración de riesgo (Leon Rodriguez y Duenas, 2013), el 

acicalamiento (Bortolato et ál., 2011) y la exploración alzada en un contexto novedoso 

(Deacon et ál., 2002; Lever et ál., 2006). Por este motivo la alteración en el hipocampo que 

tiene lugar debido al bloqueo del receptor LPA1, podría explicar las diferencias en la actividad 

exploratorias.  

Por otra parte, se encontraron diferencias entre los distintos tratamientos con respecto 

al tiempo de permanencia en el centro del campo abierto, con una tendencia a incrementarlo 

en los animales tratados con LPA, y una reducción del mismo, significativa, en los animales 

tratados con los fármacos antagonistas VPC 32183 y Ki16425, apoyando claramente el 

desarrollo de un perfil ansiogénico tras el bloqueo del receptor (Santín et ál., 2009; Castilla-

Ortega et ál., 2010). La estimulación de la actividad locomotora y exploratoria en el caso de los 

animales tratados con el agonista únicamente vino asociada a una ligera tendencia al aumento 

de permanencia en el campo abierto, si bien es cierto que son varios los estudios que 

demuestran la falta de correlación entre la ansiedad y la exploración. Es decir, la exploración 

no depende de los niveles de ansiedad y, al contrario, que el tiempo en el centro no es el 

resultado de la motivación para explorar ni de la función motora, lo cual no reflejaría el estado 
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emocional de los animales (Crawley, 1999; Simon et ál., 1994). Por otro lado, recientemente 

un estudio de nuestro grupo y colaboradores (Castilla-Ortega et ál., 2014) ha mostrado que la 

administración aguda de LPA genera un perfil ansiogénico en ratas, además de aumentar la 

inmovilidad en el test de natación forzada. Aunque, a priori, pudiera parecer contradictorio 

con nuestros resultados, varias son las causas a las que puede atribuirse tal diferencia ya que, 

además de tratarse de especies diferentes, la pauta de tratamiento es muy diferente 

(administración aguda frente a crónica) y  la dosis administrada del agonista en dicho estudio 

es mucho más elevada que la utilizada en nuestro trabajo (más restringida al receptor LPA1) 

pudiendo dar lugar a efectos diferentes, habida cuenta de los efectos proapoptoticos 

mediados por LPA y descritos en neuronas hipocampales de rata expuestas a dosis elevadas 

del agonista (Holtsberg et ál., 1998) o las acciones duales atribuidas al LPA (Ye et ál., 2002). 

Además, aumentar la concentración de la dosis supone ampliar la diana farmacológica  a otros 

receptores de LPA presentes en el tejido, como el receptor LPA5, cuya acción genera efectos 

opuestos al receptor LPA1 (Callaerts-Vegh et ál., 2012). En este sentido, la concentración usada 

y la afinidad por más de un tipo de receptor hace muy probable que la acción del agonista 

pueda conllevar efectos opuestos con carácter dosis-dependiente. Así, en fibroblastos de 

tejido cardíaco, que expresan los receptores LPA1, LPA2 y LPA3, el LPA ejerce efecto dual 

proliferativo y proapoptótico, debido a las diferentes funciones de los subtipos de receptores, 

según el rango de concentración usado (Cheng et ál., 2006).  

Otra función relacionada con el hipocampo es la codificación de la información espacial 

y no espacial (Morris y Baddeley, 1988; Moyer et ál., 1990; Bunsey y Eichenbaum, 1996), 

importante para el aprendizaje y la memoria, en la cual también está implicada la corteza 

prefrontal (Morris et ál., 1982; Kolb, 1984; Eichenbaum, 2000). El receptor LPA1 se expresa en 

las neuronas hipocampales (Allard et ál., 1998; Pilpel y Segal, 2006; Rhee et ál., 2006; Matas 

Rico, 2009), donde promueve la formación y diferenciación de las nuevas neuronas (Matas-

Rico et ál., 2008) así como la formación de las sinapsis en las espinas dendríticas (Pilpel y 

Segal, 2004; Pilpel y Segal, 2006) y la regulación del complejo CaMKII (Musazzi et ál., 2011). 

Nuestro grupo de investigación ha demostrado la implicación del receptor LPA1 en los 

procesos cognitivos que dependen del hipocampo, como el aprendizaje espacial en el 

laberinto acuático de Morris y en el de hoyos (Santín et ál., 2009; Castilla-Ortega et ál., 2010), 

la habituación a largo plazo de la respuesta exploratoria (Castilla-Ortega et ál., 2010), la 



Capítulo III: Modulación farmacológica del receptor LPA1 

123 
 

memoria episódica (Castilla-Ortega et ál., 2012), el establecimiento de asociaciones droga-

contexto (Blanco et ál., 2012) y la extinción de la respuesta de miedo condicionado contextual 

(Pedraza et ál., 2013). Los resultados mostrados en este trabajo en relación a la prueba del 

laberinto en Y, muestran que la administración continuada de fármacos antagonistas genera 

un déficit de la capacidad del animal para elaborar las alternancias de los brazos de manera 

correcta y apoyan esta misma línea de desarrollo funcional. La validez de la administración 

farmacológica resulta sumamente interesante en el caso del tratamiento con LPA, que permite 

mejorar dicha capacidad, actuando como estímulo sobre la memoria, especialmente cuando 

se aumenta su dosis. De manera significativa, esta respuesta de mejora viene acompañada de 

una mayor neurogénesis hipocampal, con mayor presencia de neuronas jóvenes maduras, con 

árbol dendritico bien desarrollado, así como una mayor cantidad de proteína CaMKII 

fosforilada, de acuerdo, con ello, con los numerosos estudios que demuestran la correlación 

entre el número de nuevas neuronas en el giro dentado, su maduración y el rendimiento en 

tareas de memoria dependientes del hipocampo (revisado en Castilla-Ortega et ál., 2011), así 

como la implicación de CaMKII en los procesos cognitivos (Miller et ál., 2002). En ese mismo 

sentido, la peor ejecución por parte de los animales tratados con los fármacos antagonistas, 

viene asociada, en nuestro estudio, a una maduración hipocampal deficitaria, aumento de 

apoptosis hipocampal, y a una reducción de la disponibilidad de la forma inactiva de CaMKII. 

Las implicaciones a nivel terapéutico que ofrecen estos resultados, especialmente la 

modulación por agonista, son, sin duda alguna, de relevancia, dada la relación de déficits de 

memoria de trabajo espacial en patologías como la esquizofrenia (Goldman-Rakic, 1994), 

demencia (Morris y Baddeley, 1998) o trastornos del desarrollo tales como la hiperactividad o 

el déficit de atención (Barkley, 1997). 

En las últimas décadas, el hipocampo se está relacionado con el trastorno depresivo, ya 

que además de estar implicado en la memoria, también está involucrado en el estado de 

ánimo (Ming y Song, 2011; Petrik et ál., 2012). El trastorno depresivo es una de las principales 

causas de discapacidad en el mundo (Tanti y Belzung, 2010), por ello, hay una gran necesidad 

de mejorar el conocimiento tanto sobre los mecanismos patofisiológicos como sobre los 

mecanismos neurobiológicos de la terapia con antidepresivos (Eisch y Patrik, 2012). Uno de los 

requisitos para la acción terapéutica de la mayoría de los antidepresivos es la estimulación de 

la neurogénesis hipocampal. Sin embargo, el efecto de una reducción de la neurogénesis en la 
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etiología de los trastornos afectivos no resulta claro (Surget et ál., 2011), postulándose que 

aunque es un requisito necesario para la respuesta terapéutica, no constituye un factor 

esencial para la aparición de la sintomatología depresiva. En este sentido, una de las pruebas 

de comportamiento más comúnmente relacionada con el trastorno depresivo es el test de 

natación forzada (Porsolt et ál., 1978; revisado en Petit-Demouliere et ál., 2005). Con ella, se 

puede analizar una de las característica clave en la aparición de los trastornos depresivos, 

como es el de desesperanza. Los resultados que se muestran en esta Tesis Doctoral, sugieren 

que el receptor LPA1 podría estar implicado en las conductas de escape del animal en 

oposición a la conducta desesperada (inmovilidad). Hay un amplio abanico de tratamientos 

antidepresivos que mejoran las conductas activas (natación y escalada) del animal cuando son 

expuestos por primera vez al test (Porsolt, 1979; West, 1990; Heninger et ál., 1996; Cryan et 

ál., 2005; Pittenger y Duman, 2008; Xu et ál., 2008; Osborn et ál., 2013). Continuando con esta 

línea, la administración crónica de LPA exógeno presenta, por tanto, un efecto beneficioso 

para el animal. Este efecto positivo, pudo estar relacionado con los cambios neurogénicos 

inducidos por las nuevas neuronas generadas, sobre todo en la zona subgranular del giro 

dentado del hipocampo, modulando emocionalmente la conducta del animal (Petrik et ál., 

2012). En el caso contrario, el bloqueo continuo del receptor LPA1, mediante la administración 

de VPC 32183 y Ki16425, ocasionó un incremento de la conducta desesperada, creemos que 

debido, fundamentalmente, a una alteración funcional del hipocampo influyendo ésta en la 

actividad neuronal de las áreas conectadas a él y relacionadas con la regulación emocional, 

como son la amígdala, la corteza prefrontal y el núcleo accumbens (Maren y Hobin, 2007). 

 Por otra parte, la inmovilidad registrada en el test de natación forzada, no pudo verse 

afectada por un déficit motor ya que en las pruebas analizadas los animales administrados con 

VPC 32183 y Ki16425 mostraron una locomoción similar al grupo control. Es decir, la 

inmovilidad fue ocasionada al efecto del bloqueo del receptor debido, fundamentalmente, a 

los déficits a nivel de hipocampo que genera el tratamiento. Como antes hemos mencionado, 

recientemente se ha descrito por parte de colaboradores y parte de nuestro grupo, cómo la 

administración aguda de LPA aumentaba la inmovilidad en el test de natación forzada 

(Castilla-Ortega et ál., 2014). E igualmente hemos expresado algunas de las razones por las 

que consideramos que ambos estudios difieren y no caen, por tanto, en la contradicción. 
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Además de las razones expuestas anteriormente hay factores que son específicos de 

este test, como para influir más aún en la divergencia. Así, en nuestro estudio, los animales, 

tras 21 días de tratamiento son expuestos a una batería de pruebas, ordenadas de acuerdo al 

estrés que pudieran generar, de menor a mayor. Petit-Demouliere (2005) analiza con detalle 

los diferentes estudios del test, llegando a la conclusión de que la inmovilidad mostrada en un 

test de natación forzada no parece estar relacionada con el comportamiento del animal en las 

pruebas de ansiedad (como el laberinto en cruz elevado, el de hoyos, o la actividad 

locomotora), que se trata de respuestas independientes y que otros factores, por ejemplo, el 

propio estrés que muestre un animal así como el fuerte estrés agudo que supone el propio 

test de natación forzada, influyen sobremanera en dicha inmovilidad. En ese sentido cabría 

preguntarse si ambos modelos, el mostrado por Castilla-Ortega et ál. (2014), y el nuestro, en 

este trabajo, muestran el mismo nivel de estrés, más aún cuando la ausencia del receptor LPA1 

aumenta dramáticamente los efectos deletéreos en hipocampo y conducta (Castilla-Ortega et 

ál., 2011). Por otra parte, Murai et ál. (2007) describen una relación inversamente 

proporcional entre el tiempo de inmovilidad y la fosforilación de CaMKII a nivel de la corteza 

prefrontal, lo que, por los resultados que presentamos aquí y los estudios que muestran la 

importancía de la vía mediada por el receptor LPA1 en dicha área (Pedraza et ál., 2013), nos 

lleva a dirigir el enfoque, hacia ésta área así como a las responsables de las conductas activas 

de afrontamiento. 

 Con estos resultados se vincula de nuevo al receptor LPA1 en la regulación emocional. 

Conocemos que, el receptor LPA1 juega un papel esencial en la generación y control de las 

conductas relacionadas con el estrés, modulando sus efectos negativos (Castilla-Ortega et ál., 

2011). También, conocemos que está implicado en la regulación emocional dependientes de la 

amígdala en el condicionamiento del miedo (Pedraza et ál., 2013) y tras este experimento, se 

vincula con la regulación emocional dependientes de hipocampo. No cabe duda, no obstante, 

de que son precisos análisis más exhaustivos de las númerosas áreas que están implicadas en 

una respuesta de este tipo, particularmente cuando la validez del tratamiento permite abrir 

una perspectiva terapéutica encaminada al tratamiento de patologías del estado de ánimo, 

como la depresión. 
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5.  

CONCLUSIONES 

 

1. La administración crónica del agonista del receptor LPA1, 1-O-9-(Z)-octadecenil-sn-

glicerol-3-fosfato (c18:1 LPA), mejoran las condiciones hipocampales a largo plazo, 

aumentando  la proliferación celular, generando mayor número de nuevas neuronas 

diferenciadas y una mayor activación neuronal hipocampal. 

 

2. La administración crónica de los antagonistas del receptor LPA1, VPC 32183 o Ki16425 

en ratón adulto altera la neurogénesis y diferenciación de las nuevas neuronas en el 

hipocampo adulto, impidiendo su correcta maduración y aumentando la apoptosis. 

 

3. La estimulación crónica del receptor LPA1 con el agonista c18:1 LPA, a 200nM, regula 

positivamente la activación de la enzima CaMKII y mejora la memoria de trabajo 

espacial, medida en la prueba de laberinto Y. Por contra, su bloqueo mediante el uso 

de los antagonistas VPC 32183 o Ki16425 afecta a la disponibilidad de la enzima y 

empeora dicha tarea. 

 

4. El bloqueo crónico de la señalización por el receptor LPA1 con VPC 32183 o Ki16425 

genera un perfil ansiogénico en la prueba de campo abierto, disminuyendo la 

permanencia en el área central y aumentando las conductas de valoración de riesgo, 

acicalamiento. 

 

5. La administración crónica del agonista c18:1 LPA genera un comportamiento de 

afrontamiento activo en la prueba del test de natación forzada. En cambio, los ratones 

administrados con los antagonistas VPC 32183 o Ki16425 generan un comportamiento 

de afrontamiento pasivo. 

 

6. La modulación farmacológica del receptor LPA1 mediante el uso de agonistas y 

antagonistas demuestran y confirma que éste interviene en los procesos de 

neurogénesis adulta, subventricular e hipocampal, en la maduración neuronal y 
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funcionalidad sináptica del hipocampo, así como en la regulación emocional y la 

memoria de trabajo espacial dependientes de hipocampo. 

 

7. La modulación farmacológica del receptor LPA1 y, con ello, la estimulación de las vías 

de señalización asociadas a él, pueden representar una herramienta terapéutica válida 

para el tratamiento de patologías asociadas a déficits de neurogénesis o funcionalidad 

hipocampal, como la depresión o trastornos específicos de memoria.  
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1.  

INTRODUCCIÓN 

 

La actividad cerebral está regulada por la interacción de dos tipos neuronales 

principales: las neuronas activadoras, las cuales usan, mayoritariamente, el neurotransmisor 

glutamato (sistema de neurotransmisión glutamatérgica) y las neuronas inhibidoras, que usan, 

comúnmente, el neurotransmisor ácido γ-aminobutírico (GABA, siendo el sistema 

GABAérgico). Las neuronas inhibidoras son críticas para el mantenimiento del equilibrio 

activación-inhibición necesario para la transferencia efectiva de la información (Pouille y 

Scanziani, 2001; Markram et ál., 2004; Haider y McCormick, 2009). Por tanto, este equilibrio 

juega un importante papel en la regulación de diferentes áreas cerebrales tales como la 

amígdala (Pare y Gaudreau, 1996), el hipocampo (Amaral, 1978) y la corteza cerebral 

(Wichterle et ál., 1997).  

Son numerosos los estudios que han sugerido que la disfunción en el sistema 

GABAérgico conlleva una hiperexcitabilidad neuronal causando diversos trastornos, como 

ocurre en la epilepsia (Ben-Ari, 2006) o en los trastornos psiquiátricos, como en el trastorno de 

depresión (Luscher et ál., 2011) y la modulación de los niveles de ansiedad (Nemeroff, 2003; 

Luscher et ál., 2011), o como en la esquizofrenia y en el autismo (Weinberger, 1997; Gonzalez-

Burgos y Lewis, 2008; Morris et ál., 2008). Ante la dificultad de encontrar terapias efectivas se 

han considerado en estos últimos años, nuevas líneas de actuación terapéutica, siendo la 

terapia celular una de las más innovadoras. Las líneas de investigación sobre la terapia celular 

van en la dirección de mitigar o reemplazar la pérdida de interneuronas GABAérgicas que 

tiene lugar en los trastornos comentados. Para ello, una de las estrategias consiste en el 

trasplante de los progenitores de interneuronas GABAérgicas derivadas de la eminencia 

ganglionar media (EGM) (Wichterle et ál., 1997).  

Las regiones de los orígenes de las interneuronas GABAérgicas y de las neuronas 

glutamatérgicas han tenido gran repercusión durante décadas. Actualmente, podemos dar 

nombre a las zonas que las originan y sabemos cuál es la dirección de su migración en cada 

caso. Las interneuronas GABAérgicas tienen su origen, mayoritariamente, en la zona de la 
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eminencia ganglionar localizada en la zona ventricular ventral del telencéfalo, con diferencia 

de subtipo neuronal dependiente del área, siendo las áreas media y caudal de donde derivan 

la mayor parte de ellas y, la EGM, concretamente, la que origina las interneuronas de corteza 

e hipocampo que expresarán las proteínas parvalbúmina y somatostatina, marcadores 

moleculares de subtipo neuronal (Anderson et ál., 1997; Butt et ál., 2005; Fogarty et ál., 2007).  

A partir de esta región, las células originadas migran de manera tangencial hacia la corteza y el 

hipocampo en los días, en el caso del ratón, nuestro modelo de estudios, 12,5 y 13,5 (E12,5 y 

E13,5) del desarrollo embrionario, siendo reguladas por factores de transcripción específicos 

coordinados espacial y temporalmente (Polleux et ál., 2002; Jovanovic y Thomson, 2011; 

Marin, 2012, Figura 32). Durante la última década, la terapia celular con precursores 

neuronales derivados de la EGM está cobrando mayor interés dadas las propiedades que 

convierten a estas células en buenas candidatas por presentar las siguientes características: 1) 

su capacidad de migrar largas distancias hacia diferentes zonas cerebrales (el hipocampo, 

entre ellas), 2) su capacidad de diferenciarse en interneuronas GABAérgicas maduras, 

adquiriendo su morfología y marcadores moleculares característicos, además de no producir 

tumorogénesis y 3) su capacidad integrarse en el circuito local neuronal y hacer sinapsis 

funcionales con las neuronas endógenas, como ha sido recientemente demostrado por los 

análisis de electrofisiología en el cerebro huesped (revisado en Álvarez-Dolado y Broccoli, 

2011). 
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Figura 32. Resumen de los orígenes de las interneuronas corticales y las rutas migratorias 

tangenciales que siguen durante el desarrollo de la neocorteza. Sección coronal de cerebro de 

embrión de ratón (aproximadamente en estadio embrionario E14). Tras su origen, las interneuronas 

nacidas más temprano siguen una ruta ventral antes de migrar a lo largo de la zona marginal. Una vez 

en la placa cortical, migran también por la zona intermedia. Las neuronas que nacen más tarde siguen 

una ruta dorsal y luego migran a lo largo de la zona subventricular y ventricular. A la izquierda de la 

imagen se muestran los factores de transcripción que parecen jugar un papel en la diferenciación y la 

migración (ver clave de color). También, se muestran dos señales extracelulares importantes en el 

proceso de la migración como son semaforina y neuregulina. Se indica los lugares de origen de 

interneuronas de acuerdo al subtipo, según expresen somatostatina (SOM), parvalbúmina (PV), 

calretitina (CR) o calretinina más somatostatina. EGL: eminencia ganglionar lateral; EGM: eminencia 

ganglionar medial. Figura adaptada de Jovanovic y Thomson, 2011. 

 

Consecuentemente, se han abierto nuevas vías de investigación para poder, con estas 

terapias, modular la hiperactividad del circuito neuronal local, incrementando la actividad 

inhibidora del animal, y así usarlas bien en enfermedades como la epilepsia (Álvarez-Dolado et 

ál., 2006; Raedt et ál., 2007; Baraban et ál., 2009; Kriegstein y Pitkanen, 2009; Thompson, 
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2009), la enfermedad del Parkinson (Martinez-Cerdeño et ál., 2010) y el accidente 

cerebrovascular (Daadi et ál., 2009), o bien, para poder inducir plasticidad cerebral (Southwell 

et ál., 2010). Esto es posible debido, esencialmente, a que los precursores trasplantados en la 

amígdala, en el hipocampo o en la corteza cerebral (Álvarez-Dolado et ál., 2006; Cunningham 

et ál., 2009; Zipancic et ál., 2010; Tanaka et ál., 2011), se integran en el circuito neuronal local, 

siendo totalmente funcionales electrofisiológicamente.   

La capacidad de estos precursores les confiere una utilidad extraordinaria en diferentes 

modelos biológicos, no sólo de neuropatologías específicas, sino para su uso en cualquier 

modelo experimental donde se precise investigar la neuroadaptación de estos precursores a 

objeto de influir en entornos neurales deficitarios por diferentes causas. Como se comentó en 

el capítulo introductorio y como se ha venido mostrando en el presente estudio, la ausencia o 

el bloqueo crónico del receptor LPA1 desemboca en alteraciones emocionales y cognitivas 

asociadas y debida, en buena medida, a una neurogénesis hipocampal adulta defectuosa. En el 

caso del modelo de ratón Málaga, nulo para el receptor LPA1, los defectos a nivel hipocampal 

inciden sobremanera en la génesis neuronal y la posterior maduración y supervivencia celular, 

pero además, nuestro grupo demostró que el receptor LPA1 no sólo es necesario para la 

neurogénesis adulta a nivel del hipocampo sino también para que las interneuronas 

GABAérgicas tengan una correcta maduración y adquisición del fenotipo neuroquímico 

definitivo. Así, la ausencia del receptor genera un hipocampo deficitario en subpoblaciones 

específicas de interneuronas GABAérgicas, que expresaban calretinina, calbindina, 

parvalbúmina o somatostatina (Matas-Rico, 2009). Este déficit GABAérgico en el hipocampo ya 

había sido descrito por otros autores en otros modelos de ratón carente del receptor, que 

mostraron disminución de la liberación inducida de GABA (Roberts et ál., 2005) y  alteración 

de los circuitos GABAérgicos interneuronales del hipocampo, con disminución de poblaciones 

GABAérgicas a nivel de la corteza entorrinal (Cunningham et ál., 2006). 

Frente a la idea de un entorno en el que la administración de LPA puede representar 

un estímulo en la respuesta neurogénica y cognitiva, cabe preguntarse si los fármacos 

actuarían únicamente sobre el receptor LPA1, o bien también puede existir una respuesta 

dependiente de otros receptores (LPA2-4) en otros tipos celulares, a pesar de que trabajamos 

con concentraciones ajustadas a la afinidad específica para el receptor LPA1. Para poder 

determinar más adecuadamente el papel real del receptor LPA1 en el proceso, su papel 
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específico, nos hemos planteado una serie de experimentos en los que se actúa directamente 

sobre el entorno afectado por la ausencia del receptor LPA1 a nivel hipocampal. Así, y en 

colaboración con el grupo dirigido por el Dr. Manuel Álvarez Dolado en el Centro Andaluz de 

Biología Molecular y Medicina Regenerativa (CABIMER), nos planteamos realizar trasplantes 

de precursores neuronales de fenotipo normal que estimulasen la capacidad neurogénica 

sobre el entorno del hipocampo del animal carente del receptor para así, una vez integrado el 

trasplante, poder valorar por una parte hasta qué punto el ambiente carente de este receptor 

era capaz de inhibir la capacidad neurogénica de un precursor normal que sí presenta receptor 

como, a su vez, valorar qué capacidad de rescate ejercen las células precursoras que expresan 

el receptor LPA1 en un microambiente carente del mismo.  

De una manera u otra se trata de determinar la capacidad exclusiva y especifica de la 

vía mediada por el receptor LPA1 como vía señalizadora para la neurogénesis y para los 

procesos cognitivos asociados dependientes del hipocampo. 

Por tanto, en este bloque experimental se estudió el efecto del trasplante de 

precursores de interneuronas GABAérgicas derivados de la EGM en el hipocampo dorsal de 

ratones normales y de la variante Málaga nulos para el receptor LPA1, tanto a nivel de 

neurogénesis y como a nivel conductual. Para ello, se examinaron antes del trasplante y 

después del mismo, a diferentes tiempos, el efecto de las células trasplantadas en los animales 

huéspedes sobre la conducta usando las siguientes pruebas de comportamiento: campo 

abierto, laberinto en cruz elevado, test de natación forzada y test de actividad en rodillo 

(Rotarod). Con estas pruebas se analizaron el comportamiento relacionado con la ansiedad, la 

actividad exploratoria, el afrontamiento activo y pasivo, y la coordinación motora. 

El trasplante de los precursores de interneuronas GABAérgicas y las pruebas de 

comportamiento, se llevaron a cabo en el centro CABIMER de Sevilla, director del Grupo de 

Investigación en Terapia Celular en Neuropatologías. Los estudios histológicos y posterior 

análisis de resultados se llevaron a cabo en la Unidad de Microscopía, en el Hospital 

Universitario Regional de Málaga, perteneciente a la ECAI de Microscopía del Instituto de 

Investigación Biomédica de Málaga (IBIMA). 
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2.  

MATERIAL Y MÉTODOS 

 

2.1 Animales 

Hospedadores: Para este estudio se usaron como hospedadores de poblaciones 

trasplantadas ratones LPA1-nulos, de la variante Málaga obtenidos por nuestro grupo de 

investigación (Estivill-Torrús et ál., 2008). Los primeros ratones LPA1-nulos fueron generados 

sobre un fondo genético mixto (129X1/SvJ x C57BL/6J). El gen Lpar1 del ratón contiene, al 

menos, cinco exones, conteniendo el exón 3 el 68 % de la región codificante, que incluye los 

dominios transmembrana I-VI del receptor, incluyendo la región de unión al ligando (Contos et 

ál., 1998). El gen Lpar1 se eliminó sobre las células troncales embrionarias de la cepa 

129X1/SvJ por deleción del exón 3 (Contos et ál., 2000). Los ratones quimera resultantes se 

cruzaron con la cepa C57BL/6J hasta dar lugar a ratones homocigotos para la mutación. Estos 

ratones LPA1-nulos originales fueron cedidos por el laboratorio del Dr. Jerold Chun (Scripps 

Research Institute, California) a nuestro grupo de investigación. Tras cruzar los padres 

fundadores heterocigotos, se expandieron las siguientes generaciones, formando la colonia 

mediante retrocruzamiento. El ratón LPA1-nulo variedad Málaga (maLPA1-nulo) fue obtenido 

de manera espontánea durante el proceso de expansión de la colonia, sobre el mismo fondo 

mixto. Actualmente, la variedad Málaga, una vez estable, ha sido expandida durante 25 

generaciones, en los más de 10 años desde que llegara al Centro de Experimentación Animal 

de la Universidad de Málaga. Los ratones maLPA1-nulos portan la misma deleción del exón 3,  

son perfectamente viables y presentan las alteraciones morfológicas de sus predecesores 

(Estivill-Torrús et ál., 2008). La ausencia del receptor LPA1 se ha confirmado por genotipación, 

PCR a tiempo real e inmunohistoquímica. 

En este experimento se emplearon 24 ratones macho, 13 ratones de genotipo normal 

(abreviados en texto y figuras como WT, del inglés wild type; fondo 129X1/SvJ x C57BL/6J) y 11 

mutantes maLPA1-nulos homocigotos para la deleción (nulos, abreviados en texto y figuras 

como NULL, del inglés), con 2 meses de edad al inicio del experimento. Los animales se 

estabularon, hasta su traslado, en condiciones estándar con acceso libre a comida y agua, y un 

ciclo de 12 h de luz/oscuridad (encendido de las luces a las 7:00). Se establecieron en dos 



Capítulo IV: Trasplante deprecursores de interneuronas GABAérgicas 

140 
 

grupos experimentales. El primer grupo denominado grupo trasplantado (WT-EGM (n = 7); 

NULL-EGM (n = 5)) recibió los precursores de interneuronas GABAérgicas derivada de la EGM. 

El segundo grupo denominado grupo control (WT-CTRL (n = 6); NULL-CTRL (n = 6)) recibió un 

volumen similar de células muertas como control del proceso de inflamación o lesión 

consecuencia de la inyeccción, o bien, control de la toxicidad de las células trasplantadas. Los 

animales fueron identificados individualmente siguiendo un patrón de agujeros en sus orejas. 

 Donantes: Las células de la EGM fueron aisladas de embriones de ratones transgénicos 

de la cepa B5/EGFP siendo la cepa origen FVB.Cg-Tg (CAG-EGFP) B5Nagy/J (Hadjantonakis et 

ál., 1998), los cuales expresaban de forma constitutiva la proteína verde fluorescente 

mejorada (EGFP, del inglés Enhanced Green Fluorescent Protein; en adelante, GFP, por 

unificar texto y referencias). Esta cepa se halla disponible en las instalaciones CABIMER de 

Sevilla. El ratón expresa GFP ampliamente en sus tejidos bajo el control de un promotor 

híbrido citomegalovirus/beta-actina/beta-globina. El transgénico resultante se generó sobre 

un fondo mixto 129X1/SvJ x ICR (CD1). 

Para los trasplantes fue preciso el traslado (previa autorización de cada uno de los 

centros implicados) de los ratones maLPA1-nulos a las instalaciones del centro CABIMER. Una 

vez allí, se siguió su estabulación estándar así como los procedimientos experimentales hasta 

su sacrificio. La evaluación comportamental se realizó entre las 9:00 y las 15:00 en una 

habitación con 300 lux de intensidad lumínica. Los tejidos se procesaron para su posterior 

tratamiento en Málaga. 

Todos los procedimientos experimentales contaron con la autorización de cada centro 

y se realizaron de acuerdo a las leyes europeas sobre experimentación animal (European 

Communities Council Directives 2010/63/UE, 90/219/CEE, Regulation (EC) No 1946/2003) y a 

la normativa nacional vigente para animales de experimentación y transgénicos Real Decreto 

53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen las normas básicas aplicables para la 

protección de los animales utilizados en experimentación y otros fines científicos, incluyendo 

la docencia (B.O.E. de 8 de febrero de 2013), Ley 32/2007, de 7 de noviembre, para el cuidado 

de los animales, en su explotación, transporte, experimentación y sacrificio (B.O.E. de 8 

Noviembre de 2007), Ley 9/2003, de 25 de abril (B.O.E. de 26 de abril de 2003), Real Decreto 
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178/2004, de 30 de enero (B.O.E. de 31 de enero de 2004), Decreto 320/2010) (B.O.J.A. de 16 

de julio de 2010) en relación al uso de organismos modificados genéticamente.  

 

 

2.2  Aislamiento celular y trasplante 

Las células de la EGM destinadas a ser trasplantadas se aislaron de los ratones 

transgénicos de la cepa B5/EGFP y expresaban de forma constitutiva la proteína verde 

fluorescente (GFP). Las disecciones células se obtuvieron de embriones E12,5 días (estado de 

desarrollo embrionario E12,5), considerando como día embrionario E0,5 el día que se 

encontró el tapón vaginal en la madre. Las hembras preñadas fueron sacrificadas por 

dislocación cervical y los embriones se obtuvieron por cesária. Una vez extraídos de sus 

correspondientes sacos vitelinos, se depositaron sobre una placa de cultivo con medio de 

disección DMEM/F12 (Sigma-Aldrich) manteniéndolos en todo momento sobre placa fría para 

disminuir el metabolismo del tejido y por tanto, aumentar la viabilidad de las células. Tras 

decapitación y transferencia a una nueva placa con DMEM/F12, bajo lupa, se retiraron la piel y 

el cráneo para dejar expuestos los hemisferios cerebrales y los bulbos olfativos. Se 

descartaron aquellos embriones que no expresaron adecuadamente la proteína GFP. Para la 

disección y obtención de la EGM se colocó el telencéfalo sobre la placa apoyando su superficie 

ventral sobre ella, y con la ayuda de las pinzas se realizó un corte por la línea media separando 

los dos hemisferios exponiendo el interior de los ventrículos. En el suelo rostral de los 

ventrículos se localizaron las elevaciones de la eminencia ganglionar, diferenciándose la 

medial por estar más cercana a la línea media y la lateral por estar más cercana a la línea 

lateral. Una vez que se tiene todo el tejido procedente de la EGM extraídas se depositó en 

medio L-15 con DNasa I (10-100 µg/ml), a objeto de eliminar el ADN de las células muertas o 

dañadas, y posteriormente, se disgregó el tejido mecánicamente (aspiración y vaciado 

repetido). La suspensión resultante se centrifugó durante 2 minutos a 800 xg para permitir a 

las células sedimentar. Acontinuación, las células se resuspendieron en 5 µl de medio L-15 y se 

mantuvieron en hielo hasta su uso. Se cuantificó el número de células y su viabilidad mediante 

el método estándar de azul de tripán. 

Tras este paso, se anestesiaron (1,5–2 % isoflurano) los ratones huésped normales y los 

maLPA1-nulos y se situaron en el aparato estereotáxico. Las células suspendidas 
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(concentración total ~106 células/μl)  se cargaron  en las micropipetas de vidrios biseladas (~60 

μm diámetro) precargadas con aceite mineral y conectadas a un microinyector mecánico (MO-

10,  Narishige Tokio, Japón), acoplado al aparato estereotáxico. La elaboración de la 

micropipeta se realiza a partir de capilares de vidrio Wiretrol® II (ref. 5000-2100; Drummond 

Scientific Co., Broomall, Pensilvania, Estados Unidos) y mediante estirador vertical (Pc-10, 

Narishige, Tokio, Japón) y biselador (Glass Micropipette Beveller 1300M, World Precision 

Instruments, Saratosa, Florida, Estados Unidos). Se realizó una incisión para retirar la piel de la 

cabeza y, tras trepanar ligeramente el cráneo, se introdujo la micropipeta para realizar la 

inyección. Se inyectaron un total de 8 x 105 células repartidas en un volumen total de 75-50 nl 

por ratón. Se inyectaron de manera bilateral en la zona anterior (4 x 105  células) y posterior (4 

x 105  células) del hipocampo dorsal repartidas en cuatro o cinco puntos del eje dorsal, usando 

las siguientes coordenadas desde bregma (Lateral: +/−1.3; Anteroposterior: −2.06; 

Profundidad −2.1/−1.8/−1.5/−1.2/−0.9 y  Lateral: +/−2.8; Anteroposterior: −2.8; Profundidad: 

−2.3/−2.0/−1.8/−1.5) de acuerdo con el atlas del cerebro de ratón Paxinos y Franklin, (2001) 

(Figura 33). A los animales del grupo control se les inyectó un volumen similar de células 

muertas por choque térmico consistente, en ciclos de congelación y descongelación. Después 

del procesamiento quirúrgico, todos los ratones se devolvieron a sus jaulas hasta su posterior 

análisis conductual. 

De esta manera se establecieron, por tanto los cuatro grupos:  

-  WT-EGM, ratones normales o de genotipo salvaje, con inyección de precursores 

derivados de EGM. 

-  NULL-EGM, ratones nulos para el receptor LPA1, con inyección de precursores 

derivados de EGM. 

-  Los controles, WT-CTRL y NULL-CTRL, animales normales y nulos para el receptor 

LPA1, con inyección de células muertas (situación simulacro, en inglés, sham). 
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Figura 33. Posición de los precursores neuronales derivados de la EGM tras su administración 

en el cerebro huésped. Representación de la posición de la zona de inyección de las células derivadas 

de la EGM a partir del punto de bregma que alberga al hipocampo dorsal anterior (de - 1,46 mm a - 2,7 

mm) y posterior (- 2,7 mm a - 3 ,08 mm). Las imágenes son representativas de la localización de las 

células por fluorescencia, una vez inyectadas, variando cada imagen de acuerdo a la coordenada 

anteroposterior, - 1,46 mm, - 1,94 mm, - 2,8 mm; - 3,08 mm. Escala panel inferior: 100 µm. 
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2.3 Diseño experimental 

En el diseño experimental se estableció el día de inyección de suspensión celular como 

día 1 (células de donante a estadío embrionario E12,5). Antes de esa fecha se realizó análisis 

basal de conducta. Tras el trasplante se establecieron diferentes tiempos para volver analizar 

las pruebas de comportamiento y, seguidamente, y previa administración, los dos últimos 

días, de bromodesoxiuridina (BrdU), se realizó a tiempo final la perfusión vascular y 

extracción de órganos de interés (Figura 34). 

 

Figura 34. Diseño experimental. Cada rectángulo corresponde a los días de experimentación. 

Los ratones normales y maLPA1-nulos pasaron por los test de campo abierto y test de natación forzada 

casi dos semanas antes del trasplante (pre-TP). Se tomó como E0,5 días de desarrollo embrionario 

cuando la hembra donadora de las células derivadas de la EGM tuvo el tapón vaginal. Cuando el 

desarrollo alcanzó el estadío E12,5 se extrajeron los embriones para realizar el trasplante (día 1) a los 

ratones huéspedes. El día 15 tras trasplante, se realizaron las pruebas de campo abierto y test de 

natación forzada. Los días 25, 26, 27, 28 y 29 se realizó el test de actividad en rodillo. El día 30, se 

administraron 4 dosis de BrdU (100mg/Kg)  separadas cada 2 horas y se inició la prueba de laberinto en 

cruz elevado. El día 31, se administró una nueva dosis de BrdU y se realizaron las pruebas de campo 

abierto, el segundo día del laberinto en cruz elevado y el test de natación forzada. Transcurridas 4 

horas desde la administración de BrdU se perfundieron vascularmente los ratones para la fijación de 

los órganos de interés y su posterior extracción. 

 

(E0,5) (E12,5)

Trasplante de células derivadas de la EGM 

a ratones normales y maLPA1-nulos

Perfusión
(4 h después)

1 15 31

Días de desarrollo embrionario
(cepa B5/EGFP)

Pre-TP

Campo abierto

Test de natación forzada

Días de trasplante

Días de desarrollo embrionario

Test de actividad en rodillo

BrdU (100 mg/Kg)

Laberinto en cruz elevado

Pre-TP = Pre-trasplante
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2.4 Administración de BrdU 

La bromodesoxiuridina (BrdU), como se citó en el anterior capítulo es un análogo del 

nucleótido timidina que, al incorporarse en el ADN nuclear durante la fase S del ciclo celular 

permite el seguimiento de los procesos de división celular, ampliamente usada en los estudios 

de neurogénesis (Taupin, 2007).  

Se administró intraperitonealmente BrdU (Sigma-Aldrich) durante 2 días consecutivos, 

inyectándose de acuerdo a peso del animal, a dosis de 100 mg/Kg de peso, disuelta en suero 

fisiológico y durante los dos últimos días del diseño experimental. El penúltimo día (día 30) se 

administraron cuatro dosis separadas 2 horas entre sí, mientras que el último día (día 31), se 

administró una dosis a la misma hora que la primera dosis del día anterior. Los animales se 

perfundieron 4 horas después (Figura 34). 

 

 

2.5 Pruebas de comportamiento 

Para testar si el trasplante de precursores de interneuronas GABAérgicas derivadas de 

la EGM pudo tener un efecto  beneficioso sobre el comportamiento de los ratones normales y 

los carentes del receptor LPA1, se analizó a través de las pruebas de comportamiento: campo 

abierto, test de natación forzada, laberinto en cruz elevado y test de actividad en rodillo. Se 

analizaron las pruebas siguiendo el diseño experimental citado (Figura 34). Algunas de estas 

pruebas han sido mencionadas en el capítulo anterior por lo que se detallan en menor 

medida. 

El número de animales para cada grupo experimental fue de: WT-CTRL (n = 6); WT-

EGM (n = 7); NULL-CTRL (n = 6) y NULL-EGM (n = 5). 

 

2.5.1 Campo abierto  

Como hemos mencionado anteriormente la prueba de campo abierto es una prueba de 

referencia en prácticamente todos los estudios de comportamiento, y se basa en el 

comportamiento innato de los roedores tanto a explorar ambientes novedosos como a 

permanecer al resguardo de entornos abiertos. Frente a una exposición en un contexto nuevo 
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para el animal, éste tenderá a permanecer en la zona periférica, resguardada. El incremento 

del tiempo que permanece el animal en la periferia del campo de prueba es indicador de 

ansiogénesis. Por contra, el aumento de tiempo de permanencia en la zona central, así como 

el aumento de actividad locomotora en dicha zona, o bien la disminución de la latencia de 

entrada a la zona central son indicadores, generalmente, de ansiolisis (Prut y Belzung, 2003).  

El campo abierto consistió en un rectángulo fabricado de polimetilmetacrilato de 

dimensiones (55 x 29 x 38) cm (Figura 35). Cada animal se colocó en el centro del aparato y su 

conducta fue grabada con una cámara digital durante 5 minutos. Posteriormente, la 

locomoción (distancia recorrida y velocidad media) y el porcentaje de tiempo que 

permanecieron en el centro fueron analizadas con un sistema informático de análisis de 

imagen (Ethovision XT 5.0, Noldus Information Techonoly, Waningen, Países Bajos) dividiendo 

la arena en dos zonas rectangulares: una zona interna separada a 9,7 cm de la pared con 11 

cm de longitud en su lado mayor, y otra zona periférica a 9,7 cm del otro rectángulo con 38 cm 

de longitud en su lado mayor. Las conductas de acicalamiento (grooming) y exploración alzada 

(rearing) (nº/min) fueron cuantificadas observacionalmente. Al finalizar cada ensayo con cada 

ratón, la prueba se limpiaba con una solución con etanol al 70 % y el ratón se devolvía a su 

jaula. 

 

 

Figura 35. Imagen del campo abierto utilizado para el estudio de la conducta de tipo ansiosa. 

Las medidas del campo abierto fueron (55 x 29 x 38) cm. Para establecer las áreas de estudio y analizar 

el tiempo que los ratones permanecieron en ellas, se usó el programa Ethovision XT 5.0. 
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2.5.2 Test de natación forzada 

 

El protocolo del test de natación forzada fue llevado a cabo de la misma manera que se 

describió en el capítulo anterior (ver, para más detalle). Brevemente, se utilizó el protocolo 

descrito por Cryan et ál. (2002 a, b) en el que se introduce al animal en un cilindro 

transparente (de 30 cm de altura y 10 cm de diámetro) lleno de agua hasta 15 cm de altura. Se 

grabó su conducta durante 6 minutos, analizando, primero, la primera latencia de inmovilidad 

(s) y, durante los 4 últimos minutos, el porcentaje de inmovilidad (conducta pasiva en la que el 

animal únicamente flota; Petit-Demouliere et ál., 2005) el porcentaje de natación, y el de 

escalada (conductas de escape vertical con actividad notable). La inmovilidad puede reflejar 

bien un fallo para ejecutar las conductas de  escape, o bien una conducta pasiva en 

contraposición a formas activas de afrontamiento de situaciones estresantes  (Cryan et ál., 

2002 a y b). 

 

 

2.5.3 Laberinto en cruz elevado 

Esta prueba ha sido usada ampliamente para estudios de los efectos de diferentes 

fármacos sobre la ansiedad, así como para caracterizar la conducta de numerosos modelos 

animales transgénicos. De manera convencional, la ansiedad sería determinada por la aversión 

a la exploración de los brazos abiertos, más iluminados, mientras que la actividad locomotora 

es analizada de acuerdo a la frecuencia de entrada en los brazos cerrados, más oscuros y 

resguardados. No obstante, el análisis con más detalle de esta prueba permite detectar 

conductas adicionales (acicalamiento, exploración, actividad, excitabilidad, estiramiento, 

cabeceo exploratorio) características en ratas y ratones y  que han de valorarse para no 

generar falsos positivos o negativos, mejorando la sensibilidad de la prueba (Holmes et ál., 

2000). 

El laberinto en cruz elevado es un laberinto, en nuetsro caso, elevado a 38,5 cm del 

suelo y formado por dos brazos abiertos, de medidas (30 x 5) cm cada uno, dos brazos 

cerrados de (30 x 5) cm, con paredes de 15 cm de alto, y una plataforma central de (5 x 5) cm, 

(Figura 36). De manera individual, cada animal fue colocado en la intersección de los cuatros 

brazos permitiéndole explorar libremente durante 5 minutos (contexto novedoso). A las 24 
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horas siguientes, cada animal volvió a ser expuesto a la prueba (contexto familiar, Figura 34). 

El comportamiento durante el test fue grabado por  una cámara digital y posteriormente, se 

analizaron, a través del sistema de registro y análisis de la conducta animal Ethovision XT5.0 

(Noldus Information Techonoly, Waningen, Países Bajos), las diferentes variables: tiempo de 

permanencia en los brazos, número de entradas a los brazos abiertos y locomoción (distancia 

recorrida y velocidad media). La conducta relacionada con la ansiedad fue medida 

comparando la actividad realizada en los brazos abierto frente a la observada en los brazos 

cerrados, usando el siguiente índice: tiempo de permanencia en los brazos abiertos/(tiempo 

de permanencia en los brazos abiertos + tiempo de permanencia en los brazos cerrados) 

(Malleret et ál., 1999). Valores bajos para este índice indican un mayor nivel de conductas 

relacionadas con ansiedad, por el contrario, por contra, valores elevados del mismo 

representarán disminución de conductas de tipo ansioso. 

 

 

 

Figura 36. Imagen del laberinto en cruz elevado. El animal se colocaba en el centro de la 

intersección de los brazos abiertos y cerrados, y se registraba  su conducta durante 5 minutos.  

 

 

2.5.4 Test de actividad en rodillo (en inglés, Rotarod) 

La prueba de rotarod es una prueba mecánica para la evaluación de la función y 

coordinación motora en modelos animales experimentales, descrita inicialmente para evaluar 

lesiones y efectos de fármacos sobre la coordinación motora de roedores debidos a la 

actividad de los ganglios basales y cerebelo (Monville et ál., 2006). Ha sido usado en 

numerosos estudios animales para evaluar aprendizaje motor, o cambios de función motora 
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tras la administración farmacológica de diferentes compuestos (Watzman et ál., 1967; Sedelis 

et ál., 2001; Heyser et ál., 2011). 

El aparato para la realización de la prueba está formado por un rodillo giratorio de 

unos 3 cm de diámetro, monitorizado, elevado a 16 cm del suelo del equipo y acanalado, de 

tal manera que se obtienen varios compartimentos, cada uno de 11 cm de ancho (Figura 37). 

Cada animal fue colocado en el rodillo parado midiéndose el tiempo de permanencia en él. La 

velocidad de aceleración del rodillo se fue aumentando en 1 r.p.m cada (7-8) s, empezando 

con 4 rpm hasta 41 r.p.m, durante 5 minutos. Cada ratón repitió el ensayo 3 veces, con un 

intervalo entre cada prueba de 5 minutos, durante un periodo de 5 días, siendo el primer día 

el de habituación a la prueba  y los cuatro días siguientes los de la evaluación (Figura 34). 

 

 

 

 Figura 37. Imagen del Rotarod. Cada animal se colocó el rodillo y la velocidad de aceleración 

estuvo programada por el equipo aumentando en 1 rpm cada (7-8) s, y en rango que fue desde 4 r.p.m 

hasta 41 r.p.m durante 5 minutos. Cuando el animal se caíadel rodillo se paraba el tiempo. 

 

2.6 Análisis estadísticos 

 Los datos obtenidos en el campo abierto, test de natación forzada, y laberinto en cruz 

elevado (promediados como una única puntuación diaria por animal), se analizaron mediante 

ANOVA de una vía para la comparación de los genotipos (los ratones normales y los maLPA1-

nulos), y la que se realizó entre el grupo trasplantado y el grupo control (WT-EGM vs. WT-CTRL 

y NULL-EGM vs. NULL-CTRL) los días 15 y 31 post-trasplante (en el caso de los datos obtenidos 

en campo abierto y en el test de natación forzada) y en los días 30 y 31 post-trasplante, (en el 
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caso  de los obtenidos en el laberinto en cruz). Se tomaron únicamente en cuenta los datos de 

los animales trasplantados que presentaron células GFP+. En el caso de los datos obtenidos en 

el rotarod, se analizaron mediante ANOVA de medidas repetidas (’genotipo x trasplante x día 

(habituación vs. ensayos)’) seguidos del análisis post hoc de la diferencia significativa de Fisher 

(LSD). Se consideró significativa la probabilidad igual o menor a 0,05. Los análisis se realizaron 

con el software STATISTICA 7.1 (Stat Soft Inc, Oklahoma, EEUU). El error estándar de la media 

(SEM) de cada grupo se calculó dividiendo la desviación típica entre la raíz cuadrada del 

número de sujetos. 

 

2.7 Técnicas inmunohistoquímica: Caracterización de los precursores de interneuronas 

GABAérgicos 

Tanto la detección de los precursores trasplantados y el análisis de su integración como 

el estudio de los cambios a nivel proliferativo en las áreas de interés, se realizó mediante 

inmunohistoquímica.  

El número de animales para cada grupo experimental fue de: WT-CTRL (n = 6); WT-

EGM (n = 7); NULL-CTRL (n = 6) y NULL-EGM (n = 5). 

 

2.7.1 Fijación, corte y seriado del tejido 

 Los ratones se anestesiaron intraperitonealmente con una solución de Ketamina al 20 

% (Imalgene 1000) y  Rompún al 10 % (Bayer) en de suero fisiológico al 70 %) y se 

perfundieron transcardiacamente con paraformaldehído al 4 %  en tampón fosfato 0,1 M a pH 

7,4 (Anexo I) con la ayuda de una bomba de perfusión (Masterflex® L/S® Digital economic 

drive, Cole-Parmer, Chicago, Estados Unidos). Tras la perfusión, el animal se decapitó y se 

extrajo el cerebro. Los cerebros se sometieron a 24 h de post-fijación en paraformaldehído al 

4 %  en agitación. 

 Posteriormente, tras la post-fijación los cerebros se situaron sobre papel secante, para 

eliminar los restos de fijador, y se incluyeron en agar. Para la inclusión, el agar (Sigma-Aldrich) 

se disolvió al 4 % en agua destilada,  calentando en microondas hasta la ebullición y dejando 

enfriar ligeramente unos minutos. Con el agar líquido, cada cerebro se incluyó en un molde de 
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acero con agar, que se solidificó en un bloque. Los bloques se tallaron con una cuchilla y se 

cortaron en vibratomo (modelo MA752, Campden Instruments, Loughborough, Reino Unido). 

Se obtuvieron secciones coronales de hipocampo de 50 µm de grosor, que se distribuyeron en 

ocho series equivalentes (1/8) utilizando placas de 24 pocillos con tampón PBS 0,1 M , pH 7,4. 

 

2.7.2 Inmunofluorescencia 

El tejido se procesó por inmunohistoquímica de fluorescencia para caracterizar la 

diferenciación de los precursores de interneuronas GABAérgicas implantadas en los cerebros 

huéspedes en subtipos neuroquímicos específicos, así como estudiar su supervivencia, habida 

cuenta de la expresión constitutiva de GFP que poseen. Además, se evaluó la neurogénesis 

hipocampal, cuantificando el número de las células que incorporaron la BrdU para conocer los 

posibles cambios a nivel proliferativo. Se analizó la expresión de las proteínas ligadoras de 

calcio calbindina D28k (CB), parvalbúmina (PV), calretinina (CR) y de los neuropéptidos 

somatostatina (SOM) y neuropéptido Y (NPY), como marcadores neuroquímicos para la 

identificación de distintas subpoblaciones de interneuronas GABAérgicas, con diferente 

morfología, conectividad, distribución y propiedades electrofisiológicas (revisado Gelman y 

Marín, 2010; Fishell y Rudy, 2011; Kepecs y Fishell, 2014). Se realizó detección por 

inmunohistoquímica, por tanto, para los siguientes marcadores: 

 GABA, aminoácido presente en el sistema nervioso central, siendo en las estructuras 

del telencéfalo y en la corteza cerebral donde  se encuentra en mayor cantidad (Jones, 1986). 

Es el neurotransmisor inhibitorio por excelencia, presente en, al menos, un 40% de las 

neuronas, donde actúa generando una respuesta hiperpolarizante inhibitoria, y está implicado 

en el equilibrio de excitación-inhibición del SNC (Pouille y Scanziani, 2001; Markram et ál., 

2004; Haider y McCormick, 2009).  

 Parvalbúmina, proteína ligadora de calcio que marca subpoblaciones de interneuronas 

GABAérgicas. Los cuerpos celulares de las neuronas PV+ suelen ser de mayor tamaño que el 

resto de interneuronas y muestran, en el hipocampo, localización preferente, en las capas 

celulares de todas las áreas, en el estrato piramidal y estrato polimórfico (estrato oriens) y el 

hilus y el estrato granular del giro dentado (Celio, 1986; 1990; Kosaka, 1987; Gulyás et ál., 



Capítulo IV: Trasplante deprecursores de interneuronas GABAérgicas 

152 
 

1991; Jinno y Kosaka, 2006). Algunos estudios han apuntado que la mayoría de las 

interneuronas son inmunorreactivas para este marcador, de forma que constituyen, entre el 

94 % -100 % de las interneuronas GABAérgicas, si bien, en el hipocampo constituyen el 20 %, 

aproximadamente, de las interneuronas GABAérgicas (DeFelipe, 1993; 1997; Freund y Buzsáki, 

1996; McDonald y Betette, 2001; Jinno y Kosaka, 2006).  

 Calbindina D28K, proteína ligadora de calcio de la misma familia que la calmodulina y 

la troponina C. Las neuronas positivas para CB muestran un patrón de tinción en el que se 

pueden observar neuronas ovaladas y esféricas que varían en tamaño desde 10 a 20 micras 

(DeFelipe, 1997; McDonald, 1997; McDonald y Betette, 2001). La densidad de neuronas 

marcadas con CB es moderada, puesto que en general, se estima que representan el 55 % 

aproximadamente de las interneuronas GABAérgicas. En el hipocampo se localiza en las 

principales áreas pero en las capas dendríticas, constituyendo cerca del 12 % de las 

interneuronas GABAérgicas (Celio, 1990; Freund y Buzsáki, 1996; Jinno y Kosaka, 2006). 

  Calretinina, proteína ligadora de calcio que se expresa en determinadas 

subpoblaciones de células nerviosas, incluidas las interneuronas hipocampales (Gulyás et ál., 

1992). En el hipocampo las células CR+ presentan una distribución laminar, y se localiza en 

todas las áreas, en las capas celulares (Jinno y Kosaka, 2006). Su expresion en los progenitores 

neuronales del hipocampo delimita un estado post-mitótico transitorio (Brandt et ál., 2003; 

Overstreet-Wadiche y Westbrook, 2006). Las neuronas positivas para CR muestran un patrón 

de tinción en el que se pueden observar neuronas pequeñas no piramidales (McDonald, 1994). 

Se estima que marcan el 46 % aproximadamente del total de interneuronas GABAérgicas.  

 Neuropéptido Y, neuropéptido de 36 aminoácidos que ha sido implicado en un amplio 

rango de respuestas fisiológicas y de comportamiento, importantes para el mantenimiento 

homeostático (Shine et ál., 1994; Broberger y Hokfelt, 2001; Yannielli y Harrington, 2001; Kalra 

y Kalra, 2003). Los estudios clínicos sugieren que la disminución de la transmisión de NPY en el 

cerebro está relacionada con la etiología y mantenimiento de trastornos psiquiátricos 

relacionados con el estrés (Thiele et ál., 2004). Pero también, se implica en otras 

enfermedades como en la epilepsia (Vezzani et ál., 2000; Markram et ál., 2004; Gotzsche et ál., 

2012). La densidad de neuronas GABAérgicas marcadas con NPY es baja y las interneuronas 

que expresan somatostatina son inmunorreactivas para NPY (Vincent y Johansson, 1983; 
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Vincent et ál., 1983; Tepper et ál., 2010; Xu et ál., 2010; Ibañez-Sandoval et ál., 2011). En el 

hipocampo se localizan tanto en las capas celulares como en las capas dendríticas de casi 

todas las áreas (Jinno y Kosaka, 2006). 

 Somatostatina, neuropéptido que ha sido asociado con  las células Martinotti, las 

cuales tienen los axones ascendentes, inervando apical y basalmente a las dendritas de las 

células piramidales (Kawaguchi y Kubota, 1997). También, se ha asociado a otros tipos 

celulares con características electrofisiológicas similares a las células Martinotti (Ma et ál., 

2006). Actúa como un neurotransmisor y modulador de la actividad neural, principalmente 

por su efecto inhibitorio de la excitabilidad neuronal y su capacidad de modificar la liberación 

de neurotransmisores (Patel, 1999). Suele localizar en el hipocampo con una distribución 

laminar, y repartida en las diferentes áreas, en las capas basales dendríticas, si bien ha sido 

usado como marcador específico de poblaciones de interneuronas hipocampales del área CA1 

(Mátyás et ál., 2004; Jinno y Kosaka, 2006). La densidad de neuronas marcadas con SOM es 

baja, ya que se estima que marcan aproximadamente el 33 % de las interneuronas 

GABAérgicas representando un 15 % de las hipocampales (Freund y Buzsáki, 1996). 

 

Inmunofluorescencia para GABA, PV, CB, CR,  NPY y SOM 

 El protocolo seguido precisó de inmunohistoquímica convencional para fluorescencia 

sobre las secciones coronales de cerebro conteniendo el hipocampo, obtenidas con 

vibratomo. Aún siendo similar a una doble inmunohistoquímica de fluorescencia, difiere de 

ésta al presentar las células trasplantadas la proteína fluorescente GFP expresada, por lo que 

la doble fluorescencia solo precisó del uso de anticuerpos secundarios conjugados a 

fluoróforos específicos para la detección de los marcadores citados de subtipos 

neuroquímicos. Todos los pasos se realizaron a temperatura ambiente y en agitación. 

Primer día: 

- Lavados de las secciones, siendo 3 pasos de 10 min cada uno, con PBS 0,1 M, pH 7,4. 

- Incubación de las secciones toda la noche en el anticuerpo primario correspondiente 

disuelto en PST, siendo éste una solución de PBS 0,1 M, pH 7,4 conteniendo Triton X-100® 
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(Panreac) al 0,5 % y suero de otro animal distinto al que estaba desarrollado el anticuerpo 

primario, al 2,5 %. Los anticuerpos primarios y sus diluciones se detallan en la tabla 14: 

 

Tabla 14. Anticuerpos primarios. Abreviaturas de acuerdo a texto. 

 

Segundo día: 

-  Lavados de las secciones. 3 lavados de 10 min cada uno, con PBS 0,1 M, pH 7,4. 

- Incubación durante 2 horas, y en oscuridad, en el anticuerpo secundario fluorescente 

correspondiente (detallado en la Tabla 15) disuelto en PBS 0,1 M pH 7,4 a 1:500. Dada la 

longitud de onda de la proteína GFP (EGFP, excita a 488 nm y emite en 509 nm), se emplearon 

anticuerpos secundarios conjugados al fluorocromo AlexaFluor®568 (Molecular Probes®, Life 

Technologies, parte de Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, Estados 

Unidos), que excita a  579 nm y emite en 603 nm.   

 

Tabla 15. Anticuerpos secundarios usados. 

  

ANTICUERPO 
PRIMARIO

ORIGEN TIPO DILUCIÓN DILUYENTE

Anti-GABA
Sigma

Ref.: A 2052
IgG, policlonal

obtenido en conejo
1:500 PST cerdo

Anti-PV
Swant

Ref.: PV-28
IgG, policlonal

obtenido en conejo
1:500 PST cerdo

Anti-CB
Swant

Ref.: CB-38a
IgG, policlonal

obtenido en conejo
1:500 PST cerdo

Anti-CR
Swant

Ref.: 76994/4
IgG, policlonal

obtenido en conejo
1:500 PST cerdo

Anti-NPY
Sigma

Ref.: N 9528
IgG, policlonal

obtenido en conejo
1:1000 PST cerdo

Anti-SOM (D-20)
Santa Cruz

Ref.: sc-7819
IgG, policlonal

obtenido en cabra
1:1000 PST cerdo

ANTICUERPO 
SECUNDARIO ORIGEN TIPO DILUCIÓN DILUYENTE

Anti IgG de conejo 
Alexa Fluor® 568

Life Technologies
Ref.: A11036

IgG, policlonal, 
obtenido en cabra

1:500 PBS 1x

Anti IgG de cabra 
Alexa Fluor®568

Life Technologies
Ref.: A11034

IgG, policlonal, 
obtenido en conejo

1:500 PBS 1x
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Inmunofluorescencia para BrdU 

La detección de la BrdU administrada siguió un protocolo de preparación del tejido 

similar al descrito en el capítulo anterior aunque omitiendo el bloqueo de la peroxidasa 

endógena. Todos los pasos se realizaron a temperatura ambiente y en agitación. La 

inmunodetección se realizó con anticuerpos secundarios conjugados a un fluororo específico, 

siguiendo las mismas pautas citadas anteriormente para la detección de los marcadores 

neuroquímicos, aunque con algunas modificaciones. 

Por un lado, el protocolo completo se realizó usando Tris-PBS 0,01 M, pH 7,8 (ver 

anexo) en todos los pasos, en lugar de PBS. Así, el Tris-PBS reemplazó al PBS en los lavados y 

en la solución de dilución de los anticuerpos. 

Por otro, la incorporación de la BrdU al ADN requiere de una digestión del tejido en 

proteinasa K (Sigma-Aldrich) durante 30 min a 37ºC. Tras ello, se realizaron tres lavados de 10 

min con Tris-PBS y se desnaturalizó el ADN por incubación en una solución de ácido clorhídrico 

2N (Panreac) durante 30 min, a 37ºC. 

Tras neutralizar el ácido mediante dos lavados de 5 min en tampón borato 0,1 M, pH 

8,5 (ver anexo), se realizó lavado en Tris-PBS y se siguió con el protocolo convencional, usando 

anti-BrdU monoclonal desarrollado en ratón (Sigma, dilución 1:500, en PST, suero de conejo) 

y, como anticuerpo secundario, anti IgG de ratón policlonal, desarrollado en conejo 

conjugados al fluorocromo AlexaFluor®568 (Molecular Probes®, Life Technologies, ref.: 

A11061; dilución 1:500 en PST, suero de conejo). 

 

 

2.7.3 Cuantificación 

Supervivencia de las células GFP+ y caracterización de los precursores de interneuronas 

GABAérgicas 

 Para la evaluación del porcentaje de supervivencia de las células GFP+ y para la 

caracterización de las células trasplantadas, se realizó la cuantificación una de cada ocho 

series coronales. Las secciones empleadas en cada conteo estuvieron ordenadas en el eje 

rostrocaudal e espaciadas entre sí 300 µm. Cada serie comenzaba, anteroposteriormente y de 
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acuerdo a bregma, en - 1,06 mm desde bregma, y finalizaba, aproximadamente, en – 3,28 mm 

(Paxinos y Franklin, 2001, Figura 33), abarcando principalmente la región dorsal del 

hipocampo donde se llevó a cabo el trasplante. Las células positivas en cada sección se 

cuantificaron con un microscopio óptico Olympus BX51 equipado con objetivos UPLSAPO 4x, 

10x, 20x, 40x, 100x de 0,16, 0,4, 0,75, 0,90, y 1,40 de apertura numérica, respectivamente, y 

una cámara digital Olympus DP70 (Olympus España S.A.; Barcelona), utilizando el objetivo de 

40 aumentos. Para el caso del porcentaje de supervivencia celular, se contó el total de células 

GFP+ en el eje anterior y posterior de una de las 8 series. El porcentaje de células GFP+ que 

expresaban GABA, PV, CB, CR, NPY y SOM fue calculado en cada ratón en cuatro secciones 

coronales de cada serie, las cuales albergaban los sitios de la inyección. Al menos 250 células 

GFP+ fueron analizadas por marcador y animal en cada serie. Para el caso de la cuantificación 

de la BrdU, se contó una serie completa para cada ratón (1/8). Cada grupo experimental 

estuvo formado por WT-CTRL (n = 6 ratones); WT-EGM (n = 7 ratones); NULL-CTRL (n = 6 

ratones) y NULL-EGM (n = 5 ratones). 

 

2.7.4 Análisis estadístico 

 Los datos se analizaron mediante ANOVA de una vía para comparar el efecto de las 

células trasplantadas en el hipocampo dorsal de ambos genotipos, seguidos del análisis post 

hoc de la diferencia mínimamente significativa de Fisher (LSD). Se consideró significativa la 

probabilidad igual o menor a 0,05. Los análisis se realizaron con el software STATISTICA 7.1 

(Stat Soft Inc, Oklahoma, EEUU). El error estándar de la media (SEM) de cada grupo se calculó 

dividiendo la desviación típica entre la raíz cuadrada del número de sujetos. 
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3. 

RESULTADOS 

 

3.1    Análisis conductual 

 

3.1.1 Mejora del trasplante de las células precursoras de interneuronas GABAérgicas 

sobre la respuesta tipo ansiosa  

Campo abierto  

 La evaluación de la efectividad del trasplante para restaurar o compensar los defectos 

observados en un ratón que carece del receptor LPA1 se realizó mediante una batería de 

pruebas conductuales, como se ha mencionado anteriormente. Con el fin de comprobar si el 

trasplante pudo mejorar el comportamiento relacionado con la ansiedad, éste fue evaluado en 

los ratones operados a través del campo abierto, realizándose una evaluación de conducta 

basal antes del trasplante, y dos evaluaciones posteriores al trasplante, los días 15 y 31 post-

trasplante (Figura 34).  

 Antes del trasplante (pre-trasplante), los análisis mediante ANOVA de una vía 

mostraron un efecto significativo del genotipo para el porcentaje de tiempo que pasaban en el 

centro (F(1,22) = 14,326; p = 0,001, Figura 38A) (medias ± SEM (%): genotipo normal: 5,2 ± 0,7; 

genotipo nulo para el receptor LPA1: 2,3 ± 0,7), el número de entradas al centro (F(1, 22) = 

94,627; p < 0,001, Figura 38B) (medias ± SEM (nº entradas): genotipo normal: 11 ± 1,2; 

genotipo nulo para el receptor LPA1: 5,2 ± 1,4), la distancia recorrida (F(1,22) =  45,346; p < 

0,001, Figura 38C) (medias ± SEM (cm): genotipo normal: 6453,6 ± 875,1; genotipo nulo para 

el receptor LPA1: 2094,8 ± 233,3), la velocidad media (F(1,22) =  33,918; p < 0,001, Figura 38D) 

(medias ± SEM (cm/s): genotipo normal: 26,2 ±6,2; genotipo nulo para el receptor LPA1: 7,2 ± 

1,1), acicalamiento (F(1,22) =  4,624; p = 0,04, Figura 38E) (medias ± SEM (nº/min): genotipo 

normal: 0,6 ± 0,1; genotipo nulo para el receptor LPA1: 1,5 ± 0,1)  y exploración alzada (F(1,22) =  

32,690; p < 0,001, Figura 38F) (medias ± SEM (nº/min): genotipo normal: 7,3 ± 0,8; genotipo 

nulo para el receptor LPA1: 3,3 ± 0,8). Estas diferencias consistieron en que los ratones LPA1-

nulos presentaron una disminución en estas variables, así como un aumento en el 



Capítulo IV: Trasplante deprecursores de interneuronas GABAérgicas 

158 
 

acicalamiento, tal como ya se había descrito anteriormente (Santín et ál., 2009; Castilla-Ortega 

et ál., 2010) y en coincidencia, además y en la mayoría de las variables, con situaciones de 

bloqueo de señalización con antagonistas del receptor, como se ha mostrado en el anterior 

capítulo.  

 La evaluación de la conducta a día 15 después del trasplante, mostró que se mantuvo 

la diferencia entre los genotipos para el porcentaje de tiempo que pasaban en el centro (F(1,22) 

= 4,491; p = 0,045) (medias ± SEM (%): genotipo normal: 7 ± 1,5; genotipo nulo para el 

receptor LPA1: 2,3 ± 0,7), el número de entradas al centro (F(1,22) = 5,989; p = 0,0228) (medias ± 

SEM (nº entradas): genotipo normal: 10,6 ± 2,5; genotipo nulo para el receptor LPA1: 5,4 ± 

1,4), la distancia recorrida (F(1,22) =  6,291; p = 0,02) (medias ± SEM (cm):genotipo normal: 

2649,9 ± 133,8; genotipo nulo para el receptor LPA1: 2082,6 ± 228,3)y exploración alzada 

(F(1,22) =  11,044; p = 0,003) (medias ± SEM (nº/min): genotipo normal: 5,9 ± 0,8; genotipo nulo 

para el receptor LPA1: 3,2 ± 0,6), parámetros éstos que se mantuvieron reducidos en los 

ratones nulos para el receptor LPA1 respecto al ratón normal. Para analizar el grado de efecto 

del trasplante, se compararon los grupos de los ratones en cada genotipo, trasplantados con 

precursores respecto a los controles (trasplantados con células muertas), es decir, WT-EGM vs. 

WT-CTRL y los grupos NULL-EGM vs. NULL-CTRL. En este caso, el ANOVA de una vía mostró 

que no hubo ninguna diferencia significativa entre las variables analizadas entre los grupos 

WT-EGM y WT-CTRL. Por contra, el grupo NULL-EGM incrementó el número de entradas al 

centro (F(1,9) = 8,323; p = 0,018) (medias ± SEM (nº entradas): NULL-CTRL: 2,3 ± 0,6; NULL-EGM: 

8,4 ± 2,2), la distancia recorrida (F(1,11) =  7,239, p = 0,025) (medias ± SEM (cm): NULL-CTRL: 

1570,7 ± 50,1; NULL-EGM:2594,9 ± 406,4) y la velocidad media (F(1,9) =  5,619; p = 0,042) 

(medias ± SEM (cm/s): NULL-CTRL: 6 ± 0,6; NULL-EGM:9,2 ± 1,3), comparado con su grupo 

control NULL-CTRL. Estos datos podrían reflejar que, a día 15 post-trasplante, las nuevas 

células estarían comenzando a modificar, debido a su integración funcional que conllevaría la 

liberación de GABA, el entorno celular local del hipocampo dorsal, conduciendo a una mejora 

histofisiológica del hipocampo, que redundaría, finalmente, en una mejora en la conducta 

exploratoria y de tipo ansiosa. 

 A día 31 después del trasplante, el ANOVA de una vía mostró que se mantenía la 

diferencia por el genotipo de permanencia en el centro (F(1,22) = 4,731; p = 0,041) (medias ± 

SEM (%): genotipo normal: 7,1 ± 1,7; genotipo nulo para el receptor LPA1: 4 ± 1,5), en el 
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número de entradas al centro (F(1,22) = 6,428; p = 0,019) (medias ± SEM (nº entradas): genotipo 

normal: 11 ± 2; genotipo nulo para el receptor LPA1: 5,6 ± 0,9), la distancia recorrida (F(1,22) =  

4,531; p = 0,044) (medias ± SEM (cm): genotipo normal: 2718,7 ± 221,9 ; genotipo nulo para el 

receptor LPA1: 2102,9 ± 264,7), la velocidad media (F(1,22) = 5,559; p = 0,028) (medias ± SEM 

(cm/s): genotipo normal: 9,2 ± 0,7; genotipo nulo para el receptor LPA1: 7 ± 0,9) y exploración 

alzada (F(1,22) =  19,420; p < 0,001) (medias ± SEM (nº/min): genotipo normal: 4,1 ± 0,7; 

genotipo nulo para el receptor LPA1: 1,7 ± 0,2), presentando, por tanto, reducción de todos 

estos parámetros los ratones carentes del receptor LPA1 respecto de los normales. Sin 

embargo, de manera evidente, cuando los grupos eran comparados con sus respectivos 

controles, ambos, esta vez, mostraron diferencias significativas, con un aumento, en el grupo 

trasplantado (WT-EGM y NULL-EGM) respecto al control (WT-CTRL y NULL-CTRL), del tiempo 

de permanencia en el centro del campo abierto (F(1,11) =  4,857; p = 0,049; medias ± SEM (%): 

WT-CTRL: 4,2 ± 1,6; WT-EGM: 9,9 ± 1,7; F(1,9) =  45,144; p < 0,001; medias ± SEM (%): NULL-

CTRL: 1,1 ± 0,3; NULL-EGM: 6,9 ± 1,7, respectivamente). Además, el grupo NULL-EGM 

presentó un aumento del número de entradas al centro, comparado con el grupo NULL-CTRL 

(F(1,9) =  29,883; p < 0,001) (medias ± SEM (nº entradas): NULL-CTRL: 1,5 ± 0,3; NULL-EGM: 9,6 

± 1,4). En cuanto a la locomoción, el grupo NULL-EGM mostró un aumento en la distancia 

recorrida (F(1,9) =  12,222; p = 0,007) (medias ± SEM (cm): NULL-CTRL: 1532,5 ± 79,7; NULL-

EGM: 2673,2 ± 449,7) y en la velocidad media (F(1,9) =  7,514; p = 0,023) (medias ± SEM (cm/s): 

NULL-CTRL: 5,1 ± 0,3; NULL-EGM: 8,9 ± 1,5). Además, este mismo grupo redujo la conducta de 

acicalamiento (F(1,9) = 7,719; p = 0,021) (medias ± SEM (cm/min): NULL-CTRL: 0,9 ± 0,2; NULL-

EGM: 0,2 ± 0,2) en comparación con el grupo NULL-CTRL. Estos resultados sugieren que a día 

31, las células derivadas de la EGM se han integrado en mucha mayor medida, generando, 

como resultado final, un efecto positivo ansiolítico sobre la conducta de tipo ansiosa tanto 

para los animales normales como para los animales carentes del receptor LPA1, siendo más 

relevante para este grupo donde se triplicó el tiempo de permanencia y número de entradas 

en el centro, de manera que el animal nulo para LPA1 trasplantado con los precursores 

GABAérgicos alcanzó una conducta con parámetros, en casos concretos como el número de 

entradas y el tiempo de permanencia al centro, muy indicativos del nivel de ansiedad, muy 

similares incluso a los del animal normal en estado basal (Figura 38).  
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 Figura 38. Evaluación de las conductas relacionadas con la ansiedad y exploració en el campo 

abierto. Las gráficas muestran la valoración de cada conducta en campo abierto, para cada situación 

experimental, y expresadas comom medias ± SEM. Los datos pre-trasplante (Pre-TP) muestran que los 
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maLPA1-nulos mostraron una reducción en el tiempo que permanecieron en el centro, un menor 

número de entradas, menor locomoción (distancia recorrida y velocidad media) y menor frecuencia de 

exploración alzada, a la vez que una mayor frecuencia de conductas de acicalamiento. Aún cuando 

estas conductas se mantuvieron siempre con respecto a los genotipos normales, el trasplante supuso 

un cambio de tendencia, con una respuesta de tipo ansiolítico que logró llevar al animal nulo 

trasplantado a mostrar los parámetros medidos a un nivel similar al observado en el animal normal en 

estado basal, previo a trasplante. El mayor efecto del trasplante tuvo lugar a día 31, en el cual los 

grupos WT-EGM y NULL-EGM mostraron un incremento en el tiempo en el centro (A) y un mayor 

número de entradas en el centro sobre todo para el grupo NULL-EGM (B). Por otra parte, el grupo 

NULL-EGM mostró un aumento en la locomoción (C y D) y disminuyeron la frecuencia de acicalamiento 

(D). Se muestran los análisis post hoc LSD: diferencias entre genotipos (* p < 0,05); diferencias entre los 

grupos WT-CTRL vs. WT-EGM y NULL-CTRL vs. NULL-EGM (# p < 0,05). 

 

 Laberinto en cruz elevado 

 El análisis del comportamiento relacionado con la ansiedad también fue medido a 

través de esta prueba los días 30 y 31 post-trasplante (Figura 34) a objeto de valorar la 

conducta de tipo ansiosa en un contexto novedoso, así como la respuesta por re-exposisición 

ya que  se sabe que la primera exposición (novedad) altera la conducta exploratoria cuando 

los animales son re-expuestos al mismo test 24 horas después (Dawson et ál., 1994; Holmes et 

ál., 2000). Este tipo de análisis, con exposición a la prueba y reexposición a la misma, 

representan una mejora sobre la capacidad de la prueba para evaluar comportamiento. Si  por 

un lado, en una primera exposición a la tarea, los animales aprendan y recuerdan información 

relevante sobre zonas potencialmente peligrosas (brazos abiertos), por otra, en condiciones 

de familiaridad, la respuesta del animal dependerá de la experiencia previa y la  valoración de 

ésta a nivel emocional. En condiciones normales, los animales tienden a reducir la exploración, 

y en particular la efectuada en los brazos abiertos, durante la segunda exposición. Éste hecho 

se ha interpretado como un fenómeno de habituación locomotriz (Dawson et ál., 1994) pero 

también, como un fenómeno de sensibilización, resultado de una valoración de peligro 

excesivo durante la primera exposición (evitación pasiva), habiéndose demostrado esencial el 

papel del hipocampo para el recuerdo de la primera exposición (Carobrez y Bertoglio, 2005). 
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 En los resultados de ANOVA de una vía para la situación de contexto de novedad 

revelaron un efecto del trasplante (WT-CTRL vs. WT-EGM (F(1,8) = 7,379; p = 0,026) (medias ± 

SEM: WT-CTRL: 0,067 ± 0,001; WT-EGM: 0,152 ± 0,04) y NULL-CTRL vs. NULL-EGM (F(1,8) = 

5,821; p = 0,042, Figura 39A) (medias ± SEM: NULL-CTRL: 0,048 ± 0,001; NULL-EGM: 0,117 ± 

0,001) sobre el índice de ansiedad. Esta diferencia fue debida a que tanto el grupo WT-EGM 

como el grupo NULL-EGM, incrementaron el tiempo de permanencia en los brazos abierto 

indicando un menor comportamiento de tipo ansioso en el primer día. El análisis mediante 

ANOVA de una vía para la situación de contexto de familiaridad continuaron mostrando efecto 

del trasplante en el índice de ansiedad (WT-CTRL vs. WT-EGM: F(1,9) = 6,714; p = 0,029 (medias 

± SEM: WT-CTRL: 0,013 ± 0,001; WT-EGM: 0,07 ± 0,02); NULL-CTRL vs. NULL-EGM: F(1,8) = 

5,597; p = 0,045) (medias ± SEM: NULL-CTRL: 0,009 ± 0,001; NULL-EGM: 0,08 ± 0,001)), aunque 

hubo una disminución generalizada del mismo debido al proceso de habituación y 

sensibilización, como también ocurrió en los grupos WT-CTRL y NULL-CTRL en situación de 

familiaridad. 

 Con respecto al número de entradas en los brazos abiertos, los análisis mediante 

ANOVA de una vía para el contexto de novedad mostraron un efecto de los genotipos (F(1,19) = 

4,535; p = 0,046, Figura 39B) (medias ± SEM (nº entradas): genotipo normal: 3 ± 0,5; genotipo 

nulo para el receptor LPA1: 2 ± 0,2) indicando que el genotipo normal presentó una mayor 

exploración. Comparando los grupos trasplantados con sus controles para el primer ensayo 

(contexto de novedad), los ANOVAs de una vía reveló que hubo un efecto del trasplante (WT-

CTRL vs. WT-EGM: F(1,8) = 4,803; p = 0,05 (medias ± SEM: WT-CTRL: 2,2 ± 0,05; WT-EGM: 3,8 ± 

0,5); NULL-CTRL vs. NULL-EG: F(1,8) = 7,68; p = 0,024 (medias ± SEM: NULL-CTRL: 1,5 ± 0,2; 

NULL-EGM: 2,5 ± 0,3)), debido al incremento del número de entradas en los brazos abiertos. 

En el contexto de familiaridad no se encontró ningún efecto aunque los grupos WT-EGM y 

NULL-EGM, mostraron una mayor exploración con respecto a sus grupos controles. 

 La actividad locomotora (distancia recorrida y velocidad media) también fueron 

analizadas en esta prueba. Con respecto a la distancia recorrida, en el contexto de novedad no 

hubo ningún efecto sobre los genotipos ni sobre el trasplante, aunque los grupos WT-EGM y 

NULL-EGM mostraron un mayor aumento (Figura 39C). En el segundo día, hubo una bajada 

generalizada en los cuatros grupos experimentales indicando una habituación y sensibilización 

al test. En este caso, el análisis mediante ANOVA de una vía mostraron un efecto del 
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WT-CTRL WT-EGM NULL-CTRL NULL-EGM

trasplante entre los grupos NULL-CTRL y NULL-EGM (F(1,8) = 10,034; p = 0,013) (medias ± SEM 

(cm): NULL-CTRL: 1275,7 ± 167,6; NULL-EGM: 1761,3 ± 183,7). Con respecto a la velocidad 

media, el primer día del ensayo se encontró el mismo patrón que en la distancia recorrida, es 

decir, no hubo ningún efecto, no obstante, los grupos trasplantados mostraron una actividad 

locomotora mayor (Figura 39C). En el contexto de familiaridad, los cuatro grupos 

experimentales bajaron su velocidad media, que a excepción del grupo NULL-EGM que mostró 

una velocidad media significativamente mayor con respecto a su grupo control NULL-CTRL 

(F(1,8) = 9.209; p = 0,016) (medias ± SEM (cm/s): NULL-CTRL: 3,9 ± 0,6; NULL-EGM: 5,9 ± 0,6). 

 Los datos obtenidos en esta prueba van en la línea de los resultados obtenidos en el 

campo abierto, ya que los grupos trasplantados mostraron un mismo patrón en ambas 

pruebas, con una respuesta de tipo ansiolítica que consistió, princpipalmente, en un mayor 

porcentaje de tiempo de permanecencia en el centro del campo abierto, y un mayor tiempo 

de permanencia en los brazos abiertos, en el laberinto en cruz elevado. De manera 

significativa, más allá del comportamiento observado en el animal normal, que también 

mejora su estado conductual, fue relevante la capacidad de rescate de perfil en los animales 

carentes del receptor LPA1, en los que el trasplante de precursores GABAérgicos supone un 

cambio de perfil ansiogénico a ansiolítico. 
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 Figura 39. Conducta relacionada con la ansiedad analizada en el laberinto en cruz elevado. 

Las gráficas muestran la valoración de cada conducta en la prueba del laberinto en cruz elevado, para 

cada situación experimental, y expresadas como medias ± SEM. (A) Los grupos trasplantados WT-EGM 

y NULL-EGM mostraron un incremento en el índice de ansiedad en el primer día (novedad) y el 

segundo día del ensayo (familiaridad), respecto a los controles WT-CTRL y NULL-CTRL. (B) En cuanto al 

número de entradas, y siempre respecto a los controles, los grupos WT-EGM y NULL-EGM entraron un 

mayor número de veces a los brazos abiertos en el primer día del ensayo, disminuido éste en el 

segundo día de exposición debido a la habituación y sensibilización al test. (C) La locomoción fue mayor 

en los animales trasplantados siendo más claro en el grupo NULL-EGM en el segundo día de ensayo. Se 

muestran los análisis post hoc LSD: diferencias entre los genotipos (* p < 0,05); diferencias entre los 

grupos WT-CTRL vs. WT-EGM y NULL-CTRL vs. NULL-EGM (# p < 0,05). 

 

3.1.2 Afrontamiento activo y pasivo en el test de natación forzada 

 Se testó el comportamiento de los animales en el test de natación forzada, un modelo 

comúnmente utilizado en la investigación sobre la depresión (Porsolt, 1997; Cryan et ál., 

2002). Es una prueba donde el animal mostraría, ante una situación límite, un 

comportamiento activo, o bien pasivo, asociado éste último, generalmente, a una conducta de 

de tipo depresiva. La prueba registra el comportamiento del animal durante 6 minutos, en los 

que es forzado a responder tras ser colocado en un recipiente con agua.  El animal es forzado, 

así, a una situación aversiva de la que no pueden escapar optando, en un tiempo variable 

dependiente del estado del animal, por dejar de moverse hasta quedar inmóvil y pudiendo 

presentar, o no, conductas de escape(revisado en Petit-Demouliere et ál., 2005). La prueba se 

analizó antes del trasplante y los días 15 y 31 post-trasplante (Figura 34), analizándose el 

comportamiento durante los últimos 4 minutos.  

Antes del trasplante, el ANOVA de una vía mostró que no hubo un efecto del genotipo 

sobre el tiempo de inmovilidad, pero en cambio, sí hubo un efecto del genotipo sobre la 

primera latencia de inmovilidad (F(1,22) = 11,831; p = 0,002, Figura 40) (medias ± SEM (s): 

genotipo normal: 32,6 ± 9,1; genotipo nulo para el receptor LPA1: 6,1 ± 1,9). Los ratones 

carentes del receptor LPA1 mostraron un menor tiempo para quedarse inmóviles respecto al 

genotipo salvaje, que mantuvo durante un tiempo mayor la conducta activa o de esperanza. 
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 A 15 días después del trasplante, el ANOVA de una vía reveló que hubo diferencias 

significativas entre los genotipos en el porcentaje de inmovilidad (F(1,22) = 5,366; p = 0,03) 

(medias ± SEM (%): genotipo normal: 77,3 ± 2,8; genotipo nulo para el receptor LPA1: 56,8 ± 

8,2) debido a que los ratones normales (WT-CTRL y WT-EGM) aumentaron el tiempo de este 

comportamiento, especialmente frente a los nulos trasplantados NULL-EGM. También, se 

observó que la primera latencia de inmovilidad para los ratones normales (medias ± SEM (s): 

WT-CTRL: 3 ± 1 y WT-EGM: 5,5 ± 1,5) disminuyó bastante siendo similar a los resultados 

obtenidos en los ratones nulos para el receptor LPA1 (medias ± SEM (s): NULL-CTRL: 4,1 ± 0,7 y 

NULL-EGM: 5,2 ± 1,1).  

 A día 31 después del trasplante, los grupos WT-CTRL y WT-EGM continuaron 

incrementando el tiempo de inmovilidad siendo significativamente diferente a los animales 

trasplantados NULL-EGM carentes del receptor LPA1 (F(1,22) = 8.484; p = 0,008) (medias ± SEM 

(%): genotipo normal: 82,1 ± 3,9; genotipo nulo para el receptor LPA1: 65,9 ± 3,2). Este efecto 

global mostrado por los grupos WT-CTRL, WT-EGM y NULL-CTRL, en el que el tiempo de 

inmovilidad aumenta conforme se avanza en las exposiciones repetidas del test, puedo ser 

debido al proceso de habituación a la prueba  (Parra et al 1999; Dal-Zotto et ál., 2000). De 

manera llamativa, únicamente el grupo NULL-EGM no siguió este patrón, mostrando apenas 

variación a lo largo de toda la prueba y sugiriendo, bien un defecto de habituación específico 

en esta prueba (poco probable ya que no se observó en campo abierto, ni laberinto en cruz 

elevado), o bien una respuesta activa, en cuyo caso representaría un cambio de perfil 

conductual a tener en cuenta, aún cuando no se haya obtenido diferencia estadísticamente 

significativa. 
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Figura 40. Conducta pasiva, primera latencia de inmovilidad y conductas activas del test de 

natación forzada. Las gráficas muestran las valoraciones de cada parámetro  en el test de natación 

forzada, para cada situación experimental,  expresadas como medias ± SEM. Se muestran los análisis 

post hoc LSD: diferencias entre genotipos (* p < 0,05). 
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3.1.3 Las células trasplantadas no afectaron a la actividad motora 

 Para analizar si el trasplante pudo haber provocado alguna alteración en el proceso 

motor o sobre la coordinación, los animales fueron analizados en el test de actividad en rodillo 

los días 25, 26, 27, 28 y 29 después del trasplante (Figura 34). El ANOVA de medidas repetidas 

(‘genotipo x tratamiento x día’) no mostró efecto entre las distintas interacciones. El análisis 

post hoc LSD mostró que hubo diferencias significativas entre el primer día de exposición al 

test (contexto novedad) y el cuarto día del ensayo de los cuatro grupos experimentales (F(1,19) 

= 18,240, p = 0,0005, Figura 41). Estos resultados sugieren que los animales trasplantados no 

sufrieron alteraciones motoras ni provocadas por el proceso quirúrgico ni de manera más 

interesante, debido al propio trasplante de las células derivadas de interneuronas 

GABAérgicas, ya que los cuatro grupos experimentales fueron aumentandocada día su tiempo 

de permanencia en el rodillo.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41. Rotarod. Las gráficas muestran las valoraciones del tiempo de permanencia en el 

rodillo, para cada situación experimental, y expresadas como medias ± SEM. Los cuatro grupos 

experimentales mostraron mostraron durante los cuatro días siguientes, un mayor tiempo de 

permanencia en el rodillo conforme se iban pasando los ensayos. Se muestran los análisis post hoc LSD: 

diferencias entre contexto novedoso (habituación) vs. cuarto día del ensayo (* p < 0,05). 
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3.2 Caracterización celular de los precursores de interneuronas GABAérgicas trasplantados 

 

3.2.1 Supervivencia de las células trasplantadas 

 A cada ratón se le trasplantó un total de 8 x 105 células derivadas de la EGM, mediante 

inyecciones distribuidas en la zona anterior y posterior del hipocampo dorsal. En ningún caso 

se observó inflamación ni alteración de celularidad en la zona de cada trasplante. La 

evaluación cuantitativa de estas células se realizó mediantes la técnica de 

inmunofluorescencia, primero para confirmar la presencia de células GFP+ y segundo, para 

verificar su diferenciación, analizando identidad de interneurona inhibidora que fue detectada 

por la co-localización con los marcadores interneuronales GABA, PV, CB, CR, NPY o SOM.  

En relación a la supervivencia celular, los resultados obtenidos indicaron que, tras 31 

días de su inyección, únicamente sobreviven menos del 10% de las células. Así, en el grupo 

NULL-EGM sobrevivieron un total de 7,92 % ± 1,5 % de células GFP+,  mientras que en el grupo 

WT-EGM la supervivencia fue menor, un 2,93 % ± 0,5 %. Diferenciando según las zonas del 

hipocampo estudiadas, la mayor supervivencia celular obtenida en ambos grupos se observó 

en el giro dentado tanto en la zona anterior como posterior del hipocampo dorsal (WT-EGM 

en hipocampo dorsal anterior: 1,1 % ± 0,2; hipocampo dorsal posterior: 0,82 % ± 0,4 %; NULL-

EGM: en hipocampo dorsal anterior: 3,3 % ± 0,9 %; hipocampo dorsal posterior: 2,8 % ± 0,8 %. 

En la zona CA1 del hipocampo dorsal anteriorse cuantificó alrededor de un 0,2 % ± 0,1 % en el 

caso del grupo WT-EGM, mientras que, en el grupo NULL-EGM hubo un porcentaje algo 

mayor, estimado en 1,22 % ± 1,1 %. En la zona CA3 del hipocampo dorsal anterior, se encontró 

una supervivencia celular por igual en el grupo WT-EGM estimado en 0,2 % ± 0,1 %  que en el 

grupo NULL-EGM que se estimó en 0,2 % ± 0,1 %. En cuanto al hipocampo dorsal posterior, en 

la zona CA1 se observó una mayor supervivencia celular GFP+ en el grupo NULL-EGM estimado 

en 0,3 % ± 0,1 % y en el grupo WT-EGM se estimó en 0,15 % ± 0,09 %. E la zona CA3 del 

hipocampo dorsal posterior se observó mayor supervivencia de células GFP+ en el grupo WT-

EGM estimado en 0,28 % ± 0,09% frente al estimado en el grupo NULL-EGM, 0,1 % ± 0,09 % 

(Figura 42). 
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Figura 42. Porcentaje de supervivencia de las células GFP
+
 trasplantadas el hipocampo dorsal. Se 

muestran los porcentajes de supervivencia en las regiones GD, CA3 y CA1 del hipocampo dorsal anterior y 

posterior de los grupos WT-EGM y NULL-EGM. 

 

3.2.2 Subtipos de interneuronas GABAérgicas derivadas de la eminencia ganglionar 

medial 

 Para conocer la diferenciación efectiva de los precursores en interneuronas 

GABAérgicas se analizó patrón neuroquímico, analizando en el hipocampo dorsal el  

porcentaje total de células que colocalizaron GFP+ y el marcador correspondiente en el 

hipocampo dorsal (Figura 43). 

 En el caso del grupo WT-EGM, el 45,3 % ± 11,4 % de las células GFP+ expresaron GABA 

frente al 74,2 % ± 12,8 % obtenido en el grupo NULL-EGM. En cuanto a la diferenciación del 

subtipo de interneuronas, el análisis reveló que las células GFP+ fueron positivas para los 

marcadores PV, CB, CR, NPY y SOM presentando un porcentaje distinto en cada genotipo 

(Tabla 16 y Figura 43). Así, el análisis mediante ANOVA de una vía mostraron que hubo 

diferencias significativas entre los marcadores GABA (F(1,10) = 5,389; p = 0,042),  CR (F(1,10) = 

13,749; p = 0,004), NPY (F(1,10) = 7,737; p = 0,019) y SOM  (F(1,10) = 5,703; p = 0,038) (Figura 43 y 

Figura 44) encontrándose un porcentaje claramente mayor de estos marcadores en los 

animales carentes del receptor LPA1 (NULL-EGM), respecto al ratón normal (WT-EGM). Los 

marcadores neuroquímicos más presentes en cada genotipo fueron PV para el caso del grupo 

WT-EGM, y NPY, en el grupo NULL-EGM. 

GD HDA

CA3 HDA
CA1 
HDA

GD HDP

CA3 HDP
CA1 HDP

WT-EGM

GD HDA

CA3 HDA

CA1 HDA

GD HDP

CA3 HDP CA1 HDP

NULL-EGM

Porcentaje total de supervivencia  
celular 2,93 % ± 0,5 %

Porcentaje total de supervivencia  
celular 7,92 % ± 1,5 %
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Estos resultados sugieren que los precursores neuronales trasplantados se 

diferenciaronadecuadamente a interneuronas maduras en ambos grupos de animales, si bien,  

en el caso de los ratones maLPA1-nulos tiene lugar una sobreexpresión de algunos de los 

marcadores neuroquímicos. Estos resultados confirmaron la diferenciación de las células 

trasplantadas que, dada la repercusión descrita que el trasplante tuvo en conducta, parecen 

integrarse en la red neuronal local en ambos genotipos y producir cambios encaminados, 

particualrmente en el animal carente del receptor, a una modulación y mejora del estado 

neuropsicológico.  

 

 Tabla 16. Porcentaje de las células GFP
+
 que expresaron marcadores de interneuronas GABAérgicas en 

el hipocampo dorsal de los grupos WT-EGM y NULL-EGM. (Diferencia entre WT-EGM vs. NULL-EGM: * p < 0,05). 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 43. Caracterización de los precursores GABAérgicos. Las gráficas muestran los 

porcentajes de marcadores neuroquímicos expresados en las células GFP+ trasplantadas (medias ± 

Marcador Neuronal WT-EGM NULL-EGM

GFP+/GABA+ 45,3 ± 11,4 74,2 ± 12,8*

GFP+/PV+ 22,4 ± 7,2 21,8 ± 10,2

GFP+/CB+ 14,2 ± 8,1 21,8 ± 5,1

GFP+/CR+ 0,9 ± 0,9 23,7 ± 6,9*

GFP+/NPY+ 17,4 ± 5 42,2 ± 9,9*

GFP+/SOM+ 13,3 ± 4,2 31,4 ± 7*
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SEM). Los animales carentes del receptor mostraron  una mayor expresión GABA, CR, NPY y SOM en las 

células GFP+, respecto a los ratones normales. LSD: diferencias entre WT-EGM vs. NULL-EGM (* p < 

0,05). 
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NULL-EGM 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Figura 44. Imágenes representativas de la colocalización de los diferentes marcadores 

neuronales en el giro dentado de los grupos WT-EGM y NULL-EGM. Escala: GABA, PV, CB, CR, 50 µm; 

NPY, SOM 25 µm. 
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3.3 Proliferación celular 

 La proliferación celular fue analizada en la ZSG del hipocampo dorsal anterior y 

posterior en los cuatro grupos experimentales por medio de la administración de BrdU (en los 

días 30 y 31 del experimento, Figura 34). El análisis mediante ANOVA de una vía mostró que 

hubo un efecto del genotipo sobre la proliferación celular (F(1,22) = 13,908; p = 0,001) (medias ± 

SEM (nº células BrdU+): genotipo normal: 625,5 ± 84,2; genotipo nulo para el receptor LPA1: 

239,2 ± 41,5) (Figura 45) como previamente había sido descrito (Matas-Rico et ál., 2008; 

Castilla-Ortega et ál., 2011). La administración de BrdU demostró que la neurogénesis global, a 

nivel de hipocampo, no se altera significativamente tras el trasplante de los precursores 

GABAérgicos en un entorno normal, manteniendo únicamente una ligera tendencia al alza. Sin 

embargo, el trasplante sí que tiene un efecto sobre la neurogénesis en un entorno deficitario 

como el nulo para el receptor. Así, en el grupo NULL-EGM  se incrementó el número de células 

BrdU+ en comparación con el grupo NULL-CTRL (F(1,9) = 6,714; p = 0,032) (medias ± SEM (nº 

células BrdU+): NULL-EGM: 152 ± 19,9; NULL-EGM: 326,4 ± 63,1) indicando que los precursores 

neuronales derivados de la EGM trasplantados en los ratones carentes del receptor LPA1 

mejoraron las condiciones de neurogénesis en la ZSG. 

 

 

 

 

 

Figura 45. Proliferación celular en la ZSG del hipocampo dorsal en los cuatro grupos experimentales. La 

gráfica muestra el número de células BrdU+ en el hipocampo dorsal, para cada situación experimental, 

expresadas como medias ± SEM. LSD: diferencias entre genotipos (* p < 0,05); diferencias entre los grupos 

NULL-CTRL vs. NULL-EGM (# p < 0,05). 
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4. 

DISCUSIÓN 

 

El potencial que supone añadir una modulación inhibidora, una nueva fuente de 

liberación de GABA, a través de los precursores neuronales derivados de la EGM trasplantados 

en un cerebro huésped del ratón es, ciertamente, significativo y supone una puerta 

terapéutica para el tratamiento de diferentes patologías, modulando la hiperactividad del 

circuito neuronal local, lo que le confiere un interés extraordinario para enfermedades como 

la epilepsia (Álvarez-Dolado et ál., 2006; Baraban et ál., 2009; Kriegstein y Pitkanen, 2009; 

Raedt et ál., 2007; Thompson, 2009), enfermedad del Parkinson (Matrínez-Cerdeño et ál., 

2010) o accidente cerebrovascular (Daadi et ál., 2009). 

El ratón Málaga, nulo para el receptor LPA1 presenta importantes alteraciones que han 

llevado a considerarlo modelo de estudios para diferentes patologías psiquiátricas. La 

aplicación de terapia celular a través de trasplantes de precursores GABAérgicos supone, por 

un lado, conocer algunos de los mecanismos afectados por la carencia del receptor, 

dependientes de la población de interneuronas inhibitorias y, por otro, la validación de estos 

procedimientos para rescatar algunos de los defectos observados y que son trasladables a 

otros modelos biológicos. 

La capacidad de los precursores GABAérgicos para, trasplantados al cerebro huesped, 

actuar así, en el modelo murino, se ha confirmado en diferentes estudios (Álvarez-Dolado et 

ál., 2006; Daadi et ál., 2009; Martinez-Cerdeño et ál., 2010; Southwell et ál., 2010; Zipancic et 

ál., 2010). Con respecto a la conducta de tipo ansiosa, se ha demostrado que son capaces de 

generar una disminución de los niveles de ansiedad dependientes de la amígdala y del 

hipocampo tras el trasplante (Cunningham et ál., 2009; Valente et ál., 2013). Los resultados 

que se presenta en esta Tesis Doctoral siguen en la línea de estos estudios recientes, y es el 

primer estudio llevado a cabo en ratones carentes del receptor LPA1. 
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4.1   Supervivencia celular, diferenciación a interneuronas maduras y proliferación celular 

Los precursores neuronales derivados de la EGM trasplantados bilateralmente en la 

región anterior y posterior del hipocampo dorsal fueron capaces, tanto en animales normales 

como en los LPA1-nulos, de diferenciarse a subtipos de interneuronas GABAérgicas. Con toda 

probabilidad, estás células diferenciadas son, en nuestrto caso, capaces de realizar sinapsis 

con otras neuronas para implicarse en el circuito neuronal local, tal y como se ha observado 

en otros estudios (Álvarez-Dolado et ál., 2006; Baraban et ál., 2009; Zipancic et ál., 2010) y a 

juzgar por los cambios conductuales, más allá de los meramente histológicos. 

 Los resultados obtenidos en relación a la supervivencia de las células GFP+ en los 

cerebros huéspedes, ofrecen cifras algo menores respecto a lo descrito (Wichterle et ál., 1999; 

Álvarez-Dolado et ál., 2006; Hattiangady y Shetty, 2008; Baraban et ál., 2009; Waldau et ál., 

2010; Zipancic et ál., 2010; Tanaka et ál., 2011). Sin embargo, hay varios estudios en los cuales 

consideran la posibilidad de la falta de correlación entre el dato cuantitativo de la 

supervivencia de las células trasplantadas y el efecto observado en el comportamiento del 

animal (De la Cruz et ál., 2011; Valente et ál., 2013). Southwell et ál., (2012) concluye que hay 

un límite para albergar a las nuevas neuronas trasplantadas en el cerebro del huésped. 

Conforme se incrementa el número de las células trasplantadas, se disminuye la supervivencia 

celular la cual está regulada por mecanismos intrínsecos. Además, a la supervivencia celular de 

las interneuronas endógenas, no se ve afectadas por el trasplante adicional (Southwell et ál., 

2012). Por otra parte, entre los posibles factores que podrían explicar la diferencia de 

supervivencia de las células tasplantadas entre los genotipos, debemos de considerar la 

disminución, en los ratones carentes del receptor LPA1, de las subpoblaciones de 

interneuronas GABAérgicas que expresan PV, CB, CR, SOM y NPY. Es decir, debido a que los 

ratones maLPA1-nulos presenta una menor densidad de neuronas que los ratones normales, 

podría haber más espacio cerebral para albergar a un mayor número de neuronas nuevas y así 

restaurar esa pérdida. 

Los datos sugieren que las células trasplantadas tuvieron que estimular mecanismos de 

reparación endógenos o la formación de conjuntos neuronales alternativos para apoyar las 

funciones de las interneuronas perdidas y favorecer las nuevas conexiones (revisado en 

Álvarez-Dolado y Broccoli, 2011). Como mencionamos, la regionalización de la eminencia 



Capítulo IV: Trasplante deprecursores de interneuronas GABAérgicas 

179 
 

ganglionar conlleva un patrón de destino neuroquímico de los precursores siendo, la EGM, en 

su caso, la que origina mayoritariamente los precursores que expresan PV y SOM (Anderson et 

ál., 1997; Butt et ál., 2005; Fogarty et ál., 2007), como observamos en los ratones normales y 

carentes del receptor. Sin embargo, de manera llamativa, los ratones maLPA1-nulos muestran 

en las poblaciones trasplantadas, respecto al ratón normal, una sobreexpresión de SOM y NPY, 

neuropéptidos moduladores fundamentales para el circuito inhibitorio del hipocampo 

(Colmers et ál., 1987; Boehm y Betz, 1997; Schweitzer et ál., 1998; Gibson et ál., 1999; Hu et 

ál., 2011, Jaglin et ál., 2012). Ambos péptidos se han relacionado con  la actividad epiléptica en 

modelos de ratones epilépticos (Klapstein y Colmers, 1993; Tallent y Siggins, 1999; Mazarati y 

Wasterlain, 2002; Tu et ál., 2005). Además, la somatostatina está relacionada con el 

aprendizaje dependiente de hipocampo (McKay et ál., 2003) y el neuropéptido Y con la 

conducta de tipo ansiosa (Palmiter et ál., 1998; Karl et ál., 2008). La sobreexpresión de estos 

neuropéptidos en el grupo NULL-EGM, podría estar ligada a que los ratones carentes del 

receptor LPA1,  presentan un menor número de neuronas que expresan SOM y NPY (datos no 

publicados) comparados con los ratones normales. Por otra parte, más allá de una cuestión 

física, es lógico suponer que, tras el trasplante, ante las deficiencias observadas, tengan lugar 

procesos de neuroadaptación específicos del microentorno neural. Aunque nuestros 

resultados sugieren que se vio favorecida la diferenciación a interneuronas que expresaron 

SOM y NPY para contrarrestar los déficits de la pérdida de este tipo de interneuronas 

mejorando, en última instancia, el comportamiento del animal, sería posible otra explicación 

no excluyente. En condiciones normales, y en patologías concretas de alta excitabilidad 

neuronal, como la epilepsia, SOM y NPY actúan como moduladores endógenos de la 

hiperexcitabilidad mediada por glutamato en el SNC (Sperk et ál., 1992; Vezzani et ál., 2000). 

Teniendo en cuenta esto y los datos que sostienen alteraciones del sistema glutamatérgico en  

los ratones nulos para el receptor LPA1, (Harrison et ál., 2003; Roberts et ál., 2005; Musazzi et 

ál., 2011; Blanco et ál., 2012) además del patrón de conducta en el campo abierto del ratón 

nulo sin precursores, extremadamente ansiogénico a los 31 días tras trasplante (tiempo de 

permanencia en centro muy reducido y conducta de acicalamiento excesiva), el aumento de 

expresión de SOM y NPY podría, por tanto, estar vinculado a la modulación específica de 

dichos sistemas, habida cuenta de la participación del glutamato en ansiedad (revisado en 

Amiel y Mathew, 2007; Bermudo-Soriano et ál., 2012). 
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 Por otra parte, nuestro grupo de investigación ha demostrado que la falta del receptor 

LPA1 tiene consecuencias sobre la neurogénesis y la maduración de las nuevas neuronas en el 

hipocampo adulto (Matas-Rico et ál., 2008; Castilla-Ortega et ál., 2011). En las últimas 

décadas, los defectos en la neurogénesis hipocampal adulta ha sido relacionado con el 

comportamiento de tipo ansioso y depresivo (Snyder et ál., 2011), aunque hay otros estudios 

que sugieren que el bloqueo de neurogénesis es insuficiente para producir estas conductas 

(Vollmayr et ál., 2003; Holick et ál., 2008; Li et ál., 2008; Surget et ál., 2009). En concordancia 

con nuestros datos previos (Matas-Rico et ál., 2008; Castilla-Ortega et ál., 2011), los ratones 

LPA1-nulos mostraron una reducción de la neurogénesis hipocampal adulta comparado con el 

genotipo normal. Interesantemente, el grupo NULL-EGM presentó un aumento del número de 

células BrdU+ en la ZSG comparado con su grupo control, aumento vinculado, por tanto, a la 

nueva fuente de GABA tras el trasplante, y dado el papel que la transmisión GABAérgica juega 

en la regulación de la formación de las nuevas neuronas (Shen et ál., 2012; Song et ál., 2012) 

así como en la maduración dendrítica y la integración sináptica (Ge et ál., 2007; Jagasia et ál., 

2009).  

 

4.2  Las células derivadas de la eminencia ganglionar medial mejora las conductas tipo 

ansiosas 

 La reducción en la concentración del neurotransmisor GABA y la alteración o la 

reducción en la expresión de sus principales receptores (GABAARs), cada vez más se están 

relacionando con los trastornos de ansiedad y depresivos, merced al carácter modulador del 

sistema (Luscher et ál., 2011; Mohler, 2012). Asimismo, un mal funcionamiento del hipocampo 

ha sido implicado en ambos trastornos (Gray y McNaughton, 1983; Grafman et ál., 1986; 

Bannerman et ál., 2003; Bannerman et ál., 2004; Pittenger y Duman, 2008; Fuss et ál., 2010). 

De manera notable, a día 15 después del trasplante, y tomando como referencia el animal 

nulo para el receptor LPA1, por mostrar los déficits neurológicos, no se observó un efecto 

ansiolítico claro, debido a que el estado de los precursores no estaba totalmente definido ni 

éstos han diferenciado completamente, teniendo aún una débil funcionalidad en el tejido del 

huésped, como previamente fue descrito en estudios por electrofisiología que demostraron 

un tiempo de 3-4 semanas necesario para la maduración de los precursores trasplantados 
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(Álvarez-Dolado et ál., 2006). En concordancia con otros trabajos, los cambios más 

significativos tuvieron lugar en el día 31, toda vez que los precursores de interneuronas se han 

diferenciado ya a interneuronas GABAérgicas maduras y se integraron en el circuito neuronal 

local (Álvarez-Dolado et ál., 2006; Zipancic et ál., 2010; Valente et al 2013), mejorando, con 

ello, las respuestas tipo ansiosas analizadas tanto en el campo abierto como en el laberinto en 

cruz elevado. Debemos considerar, además, que las alteraciones que son capaces de 

compensar las nuevas interneuronas tras el trasplante, y que se reflejan en una conducta 

específica, no afectan únicamente al hipocampo propiamente dicho, estimulando las vías 

asociadas a procesos celulares de neurogénesis y diferenciación, sino a todas las estructuras 

que contactan con él. Así, por ejemplo, la modulación amigdalar de las funciones 

hipocampales, que juega un importante papel en el procesamiento de la información 

emocional y la codificación de la memoria, tiene lugar a  través de cambios específicos sobre 

las interneuronas del sistema GABAérgico de acuerdo a un área o región hipocampal concreta  

(Berretta et ál., 2004) por lo que, la integración de nuevas interneuronas es esencial para 

mejorar y restablecer dicha regulación. 

Por otra parte, los resultados obtenidos en el test de natación forzada indican, muy 

probablemente, que debido a la repetición de la prueba en diferentes tiempos, tuvo lugar un 

proceso de habituación al test aumentando el tiempo de inmovilidad (Thompson, 1986; 

Thompson et ál., 1988). En contraste, este fenómeno no fue encontrado en el grupo NULL-

EGM por lo que, o  bien dicha respuesta sugiere un defecto de habituación específico para la 

prueba (poco probable ya que no se observó ningún problema similar en las pruebas de 

campo abierto o laberinto en cruz elevado), o bien se trató de una respuesta activa, en cuyo 

caso representaría un cambio de perfil conductual muy relevante. En este caso, esta respuesta 

pudo ser debida a la incorporación de las nuevas interneuronas GABAérgicas, mejorando la 

plasticidad neuronal local por la reorganización del circuito local añadiendo nuevas conexiones 

sinápticas y, provocando, con ello, un efecto antidepresivo (Vollenweider et ál., 2011). 
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4.3 Relevancia clínica  

 La disfunción en interneuronas corticales y en el hipocampo puede conllevar a un 

riesgo en el desarrollo de algunos trastornos como son el autismo, la epilepsia, el trastorno 

bipolar, la esquizofrenia y las demencias como la enfermedad de Alzheimer, entre otros 

(Powell et ál., 2003; Andrews-Zwilling et ál., 2010; Marin, 2012; Stanley et ál., 2012). Las 

interneuronas corticales e hipocampales nacen en las zonas progenitoras de la eminencia 

ganglionar medial, la eminencia ganglionar caudal y en el área preóptica (Anderson et ál., 

1997; Wonders y Anderson, 2006; Gelman et ál., 2011). En los últimos años, la terapia celular 

con los precursores derivados de la EGM está teniendo una mayor relevancia para la medicina 

regenerativa (Álvarez-Dolado et ál., 2006; Baraban et ál., 2009; Daadi et ál., 2009; Martinez-

Cerdeño et ál., 2010; Zipancic et ál., 2010; De la Cruz et ál., 2011; Tanaka et ál., 2011,). Las 

células de la EGM presentan ciertas propiedades como la de poder migrar hacia diferentes 

zonas (la corteza, el estriado y el hipocampo), diferenciarse a interneuronas GABAérgicas 

maduras e integrarse funcionalmente en la red neuronal (revisado en Álvarez-Dolado y 

Broccoli, 2011).  

 El receptor LPA1 está implicado en importantes procesos biológicos para el desarrollo 

embrionario y adulto, como se ha demostrado estos últimos años por nuestro grupo de 

investigación. La ausencia del receptor LPA1 conlleva alteraciones sobre la neurogénesis adulta 

en el giro dentado del hipocampo, sobre la maduración y diferenciación de las nuevas 

neuronas, sobre el desarrollo del sistema GABAérgico con la disminución de ciertos subtipos 

de interneuronas inhibidoras (Matas-Rico, 2009) y sobre el sistema glutamatérgico (Harrison 

et ál., 2003; Roberts et ál., 2005; Matas- Rico et ál., 2008; Musazzi et ál., 2011, Blanco et ál., 

2012). Además, presenta alteraciones sobre las conductas asociadas al hipocampo (Santín et 

ál., 2009, Castilla-Ortega et ál., 2010; García-Fernandez et ál., 2012). Por ello, puede ser un 

modelo animal para el uso de esta terapia celular para los trastornos de depresión o de 

ansiedad, o para los trastornos neuropsiquiátricos como la esquizofrenia por presentar 

algunos paralelismos (revisado en Estivill-Torrús et ál., 2013).  

 Por otra parte, desde la terapia celular, existen otras células capaces de generar 

interneuronas GABAérgicas como son las células troncales embrionarias y las células troncales 

neuronales. Hay pocos estudios que hayan utilizado este tipo de células trasplantadas en 
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animales y de ellos, se han dirigido especialmente al tratamiento de la epilepsia (Shetty y 

Hattiangady, 2007; Maisano et ál., 2009). Los resultados obtenidos no son tan destacable 

como se obtiene con las células derivadas de la EGM ya que muestran una menor actividad 

electrofisiológica (Ruschenschmidt et ál., 2005) y una menor interacción en el circuito local del 

huésped (Shindo et ál., 2010). Por último, también se han desarrollado más recientemente las 

células troncales pluripotentes inducidas, obtenidas por reprogramación de células somáticas 

y que permiten guardar la ética biomédica al obtenerse desde el mismo paciente, evitando el 

rechazo inmune. 

 Los datos mostrados en esta Tesis Doctoral, continúan en la línea de los beneficios de 

trasplantar los precursores derivados de la eminencia ganglionar medial, ya que se ha 

confirmado que, por un lado pueden restaurar el circuito neuronal local del hipocampo de los 

ratones carentes del receptor LPA1 teniendo una repercusión positiva sobre su 

comportamiento y por otro lado, por mejorar las conductas relacionadas con la ansiedad en 

los ratones normales. 
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5.  

CONCLUSIONES 

 

1. Los precursores de interneuronas GABAérgicas derivados de la EGM trasplantados en el 

hipocampo dorsal de ratones normales y carentes del receptor LPA1 presentan una 

supervivencia de las células GFP+ que ocasiona modificaciones en la red neuronal local, 

migran y se diferencian en subtipos de interneuronas GABAérgicas maduras capaces de 

expresar PV, CB, CR, NPY y SOM. 

 

2.  En los ratones nulos para el receptor LPA1, las células trasplantadas se diferencian a 

interneuronas maduras mayoritariamente que expresan SOM y NPY, y que permiten 

compensar y reemplazar el déficit de subpoblaciones de interneuronas GABAérgicas del 

ratón. 

 

3. La correcta diferenciación e integración como interneuronas de los precursores derivados 

de la EGM en el hipocampo de los ratones nulos para el receptor LPA1 demuestra la 

existencia de un entorno neural permisivo en ausencia del receptor, sugiriendo que los 

defectos que presenta el animal carente del receptor son específicos, en ningún caso 

indirectos. 

 

4. En el hipocampo de los ratones nulos para el receptor LPA1, el trasplante de precursores 

GABAérgicos derivados de la EGM produce un aumento significativo de la neurogénesis 

adulta en el giro dentado. 

 

5. El trasplante de precursores GABAérgicos derivados de la EGM genera, en los ratones 

normales y carentes del receptor una respuesta de tipo ansiolítico, más evidente en el 

ratón nulo para el receptor LPA1. 

 

6. Los resultados obtenidos en el ratón Málaga carente del receptor LPA1 demuestran el 

potencial de trasplantar estos precursores en modelos experimentales con deterioro 

cognitivo y conductual, alteración en neurodesarrollo y déficit de neurotransmisión, 
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pudiendo ser utilizado para el estudio de ciertas patologías que comparten estas 

características, como es el caso de la esquizofrenia. 
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ANEXO I: Protocolos de los fijadores y de los tampones usados en 

inmunohistoquímica 

 

PLP: Paraformaldehído 4%, Lisina 0,075 M, Peryodato sódico 0,01 M, pH 7,4 (Perfusión y 

posfijación) 

Para 200 ml: 

- Disolver 8 g de paraformaldehído en 50 ml de agua destilada calentada previamente a 

60ºC, con agitación. Puede ser necesario añadir 1-2 gotas de NaOH al 2,5% para que se 

disuelva completamente. 

- Filtrar, completar hasta 100 ml con agua destilada y dejar enfriar. 

- Añadir 100 ml de PB 0,2 M, pH 7.4 en los que se ha disuelto previamente 2,74 g de 

lisina (L-lisina monoclorhidrato) y 0,428 g de meta-peryodato sódico (NaIO4). 

 

PAF: Paraformaldehído 4% en PB 0,1 M, pH 7,4 (Perfusión y posfijación) 

Para 200 ml: 

- Disolver 8 g de paraformaldehído en 50 ml de agua destilada calentada previamente a 

60ºC, con agitación. Puede ser necesario añadir 1-2 gotas de NaOH al 2,5% para que se 

disuelva completamente. 

- Filtrar, completar hasta 100 ml con agua destilada y dejar enfriar. 

- Añadir 100 ml de PB 0,2 M, pH 7,4  

 

Tampón PBS 0,1 M pH 7,4 (Perfusión e inmunohistoquímica) 

Na2HPO4 (x2H2O)…………….. 1,9 g 

KH2PO4……………………………. 0,43 g 

NaCl……………………………….. 7,22 g 

Agua destilada…………………  Hasta 1 litro 
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Tampón PB 0,2M pH 7,4 (Perfusión e inmunohistoquímica) 

Na2HPO4 H2O………………….. 6,9 g 

 Na2HPO4 (x2H2O)…………….. 26,7 g 

Agua destilada…………………  Hasta 1 litro 

 

Tampón TRIS-PBS (TPBS), 0.01 M PH 7.8 (Inmunohistoquímica de BrdU) 

Na2HPO4 (x2H2O)....................................  1,48 g 

KH2PO4.................................................. 0,48 g 

NaCl..................................................….  7 g 

TRIS (Hydroxymethyl-aminomethan)………. 5 g 

NaN3 (Azida Sódica)………………………………..  0,2 g 

Agua destilada……………………………………... Hasta 1 litro 

 

Tampón borato pH 8,5 (Inmunohistoquímica de BrdU) 

Para 100 ml: 

50 ml Na2B4O7 x10H2O 0,025 M 

15.2 ml HCl 0,1 M 

Llevar a 100 ml con agua destilada y hasta pH 8,5 

En todos los casos, el pH se ajusta con HCl o NaOH según sea necesario. 

 

Solución crioprotectora (Almacenamiento del tejido en -80ºC) 

Para 1 litro: 

500 ml PB 0,1M 

300 mg sacarosa 

300 ml Etilenglicol 

100 mg Polivinilpirrolidona 

Se debe de mezclar la sacarosa con PB primero para que se disuelva mejor. Una vez esté 

totalmente homogenizado añadir los siguientes productos. Dejar en nevera a 4ºC durante 24 h 

y para conservarlo dejarlo en el congelador de -80ºC.  
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Preparación de portaobjetos con Poli-L-Lisina 

Se colocaron los portaobjetos limpios y desengrasados en cestillas de plástico y se 

sumergieron en una solución de Poli-L-Lisina (Sigma-Aldrich Química S.A.; Madrid) al 10 % 

(v/v) en agua destilada durante 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se dejaron 

secar durante 1 h a 60 ºC, o bien, durante 24 h a temperatura ambiente. 
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ANEXOS II: PUBLICACIONES DE LOS RESULTADOS 

 

 Los resultados derivados de esta Tesis Doctoral se han presentados en congresos 

nacionales e internacionales: 

 

Rosell-Valle, C., Martínez-Losa, M., Blanco, E., Castilla-Ortega, E., Chun, J., Rodríguez-

Fonseca, F., Álvarez-Dolado, M., Santín, L.J, Estivill-Torrus., G. El trasplante de precursores 

gabaérgicos en el hipocampo dorsal de ratones nulos para el receptor LPA1 disminuye 

las respuestas asociadas con la ansiedad.  15º Congreso de la Sociedad Española de 

Neurociencia. Oviedo, 25-27 de Julio de 2013. Comunicación en formato póster. 

 

Rosell-Valle, C., Martínez-Losa, M., Castilla-Ortega, E., Chun, J., Rodríguez-Fonseca, F., 

Álvarez-Dolado, M., Santín, L.J, Estivill-Torrus., G. GABAergic precursor transplantation 

into the dorsal hippocampus in adult LPA1-null mice decreased anxiety-like behaviour. 

45Th European Brain and Behaviour Society Meeting. Múnich 6-9 de Septiembre de 2013. 

Comunicación en formato póster. 

 

Rosell-Valle, C., Castilla-Ortega, E., Matas-Rico E., Pedraza, C., Gómez-Conde, I., Chun, J., 

Rodríguez-Fonseca, F., Santín, L.J, Estivill-Torrus., G. Lysophosphatidic acid regulation of 

adult neurogénesis and behavior. Regulation of adult neurogénesis: from epigenetics to 

behavior. Evento satélite del FENS Forum 2012 (8th Forum of European Neuroscience). 

Barcelona 12 de Julio de 2012. Comunicación en formato póster. 

 

Rosell-Valle, C., Pedraza, C., Castilla-Ortega, E., Caramés, J.M., Gómez-Conde, I., Cifuentes, 

M., Chun, J., Rodríguez-Fonseca, F., Santín, L.J, Estivill-Torrus., G. Pharmacological 

modulation of LPA-mediated signaling in depression-like behaviors. 8Th IBRO World 

Congress of Neuroscience. Florencia, 15 de Julio de 2011. Comunicación en formato 

póster. 
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