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"[Las neuronas ] células de formas delicadas y elegantes, 

las misteriosas mariposas del alma, cuyo batir de alas 

quién sabe si esclarecerá algún día  el secreto de la vida mental." 

-Santiago Ramón y Cajal-
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Lista de abreviaturas: 

 

APP- proteína precursora del péptido beta amiloide. 

Aβ- péptido beta amiloide. 

BACE2- proteína beta secretasa 2. 

EA- enfermedad de Alzheimer. 

EAAT2- transportador excitatorio de aminoácidos 2. 

ELISA- Ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas. 

GFAP- siglas del inglés: Glial Fibrillary Acidic Protein (Proteína Fibrilar Acídica de la 

Glía). 

GPx- enzima antioxidante Glutatión peroxidasa. 

MCA.- medio acondicionado de astrocitos 

mRNA- RNA mensajero. 

NF-1- Neurofibromatosis-Related Protein. (Proteína relacionada a la fibromatosis) 

NMDA- receptor glutamatérgico  N-metil D-aspartato. 

PSN1- gen de la presenilina 1 

ERO- especies reactivas de oxígeno 

S-100β- proteína de unión a calcio involucrada en regulación de procesos de  procesos 

como la progresión del ciclo celular y la diferenciación. 

SD – síndrome de Down. 

SD/EA- síndrome de Down y enfermedad de Alzheimer. 

SNC- sistema nervioso central. 

SOD-1- enzima Super óxido dismutasa 

TNF-α – factor de necrosis tumoral alfa. 

TSP-1- Trombospondina 1. 

u.a.- unidades arbitrarias de medición. 
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Resumen: 

El síndrome de Down (SD), es la principal aneuploidía autosomal 

desarrollada en humanos y la causa genética más común de retraso mental. Las 

anormalidades en las espinas dendríticas, la disminución en la densidad sináptica, 

la disfunción cognoscitiva, el envejecimiento prematuro y el desarrollo de la 

enfermedad de Alzheimer (EA), son características comunes del SD. Las personas 

con SD que desarrollan la EA, muestran una disminución notable en la densidad 

de las espinas dendríticas y las sinapsis. Sin embargo, los mecanismos celulares y 

moleculares involucrados en este proceso no se conocen. Los astrocitos juegan 

un papel fundamental en el desarrollo y mantenimiento de las espinas dendríticas 

y la sinaptogénesis. Previamente, hemos demostrado que los astrocitos SD están 

directamente involucrados en la disminución de las espinas dendríticas y las 

sinapsis, debido a una alteración en la secreción de una glicoproteína de la matriz 

extracelular: la trombospondina-1 (TSP-1). Sin embargo, la relación entre la TSP-1 

y la pérdida de espinas asociada al envejecimiento y al desarrollo de la  EA 

relacionada con el SD no se conoce. Este trabajo se propuso estudiar si el 

envejecimiento de los astrocitos afecta la secreción de TSP-1, y si esto tiene 

efectos sobre la aparición de un marcador de espinas dendríticas (drebrina). 

 

Cultivos primarios de células astro-gliales fueron utilizados para evaluar el efecto 

del envejecimiento de los astrocitos sobre su capacidad de secretar TSP-1. Los 

niveles de TSP-1 fueron determinados en el medio acondicionado de los astrocitos 

jóvenes (5-10 DIV) y viejos (30 DIV). Los resultados indican que los niveles de 

TSP-1 se reducen con la edad del cultivo. Con el fin de determinar si la reducción 

de los niveles de TSP-1 en cultivos viejos de astrocitos afecta la formación de 

espinas dendríticas; se sembraron neuronas hipocampales sobre los cultivos de 

astroglia de 30DIV y los niveles de drebrina (un marcador de espinas dendríticas) 

fueron cuantificados. En estas condiciones, se observó que la drebrina disminuye 

hasta un 75% (5.01± 0.30 u.a.) comparado con las neuronas sembradas sobre los 

astrocitos de 10 DIV (20.75 ± 0.74 u.a). Adicionalmente, y con el fin de explorar si 

los niveles de la TSP-1 disminuyen durante el envejecimiento en humanos, se 
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determinaron los niveles de TSP-1 en el suero de personas jóvenes y de edad 

avanzada. Los resultados indican que los niveles de la TSP-1 en sangre 

disminuyen durante el envejecimiento. 

 

Estos resultados sugieren fuertemente que la TSP-1 podría estar involucrada en la 

pérdida de las espinas dendríticas que se observa en el envejecimiento normal, en 

las personas con SD y en las personas con SD que desarrollan la enfermedad de 

Alzheimer (SD/EA). 
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Introducción: 

 

El síndrome de Down (SD) o trisomía 21, es la principal alteración genética 

en la población humana compatible con la vida (Sherman et al., 2007). Las 

personas diagnosticadas con este padecimiento pueden mostrar anormalidades 

fenotípicas que incluyen: el dismorfismo cráneo-facial (Rechtsmeier et al., 2000), 

deficiencias inmunes y endócrinas (Fort et al., 1984; Kennedy et al., 1992), alta 

incidencia de leucemia y diabetes (Anwar et al., 1998; Roizen et al., 1993), 

defectos congénitos del corazón y tracto gastrointestinal (Freeman et al., 1998; 

Carnicer et al., 2001), así como retraso mental (Roizen y Patterson, 2003). 

 

En los últimos años, como resultado de la mejora en los servicios de salud, la 

tasa de supervivencia y la longevidad de las personas con SD han mejorado de 

manera importante (Roizen y Patterson, 2003); no obstante estas condiciones se 

acompañan a su vez de un envejecimiento prematuro y una alta vulnerabilidad 

para desarrollar la enfermedad de Alzheimer (EA) (Patterson y Costa, 2005; 

Patterson, 2007). Ambas condiciones conducen a una disfunción intelectual  

relacionada con la pérdida progresiva de la memoria que asemeja a los cambios 

ocurridos durante el envejecimiento normal (Lott y Head, 2001). Estas alteraciones 

cognoscitivas, presentes en el SD y en los pacientes con SD que desarrollan la EA 

(SD/EA), podrían estar asociadas a cambios en la densidad y morfología de las 

espinas dendríticas (Marín Padilla, 1972,1976; Purpura, 1974; Suetsugu y 

Mehraein, 1980; Ferrer y Gullota, 1990; Huttenlocher, 1991). Sin embargo, los 

mecanismos involucrados en este proceso son aún desconocidos. 

 

Las espinas dendríticas son pequeñas protrusiones que emergen del cuerpo 

de las dendritas y constituyen los principales sitios de transmisión sináptica 

excitatoria (Yuste y Bonhoeffer, 2004; Ethell y Pasquale, 2005). Las espinas, son 

estructuras altamente móviles y pueden sufrir remodelamientos dependientes de 

actividad sináptica a lo largo de la vida (Halbach, 2009). Las alteraciones en la 

morfología y densidad de las espinas dendríticas se han reportado en pacientes 
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con desórdenes neurológicos como la isquemia, daño traumático y epilepsia 

(Jiang et al., 1998; Fiala et al., 2002), en desordenes psiquiátricos como la 

esquizofrenia (Garey et al.,1998; Glantz y Lewis, 2000) así como en enfermedades 

neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson (McNeill et al., 1988), la EA 

(Ferrer y Gullota, 1990; Baloyannis, 2009), enfermedad de Huntington (Richards et 

al., 2011) y en desórdenes del neurodesarrollo (Fiala et al., 2002). Las 

modificaciones en la forma y número de las espinas dendríticas pueden tener 

como resultado defectos en la actividad sináptica que podrían afectar los circuitos 

involucrados en diversas funciones cognoscitivas (Morrison y Baxter, 2012). 

 

En humanos, el declive cognoscitivo es una característica común en el 

envejecimiento normal y patológico (en presencia de enfermedades 

neurodegenerativas). Dicho daño cognoscitivo puede ocurrir mucho antes de que 

exista una pérdida neuronal apreciable y se cree que es mediado por alteraciones 

dendríticas y sinápticas (Jacobs et al., 1997; Morrison y Hof., 1997; Dickstein et 

al., 2007; Morrison y Baxter, 2012). Sin embargo, pocos estudios se han enfocado 

a conocer los mecanismos celulares involucrados en este proceso.  

 

En los últimos años diversas evidencias experimentales han demostrado que 

los astrocitos juegan un papel importante en la sinaptogénesis así como en el 

desarrollo, movilidad y estabilidad de las espinas dendríticas (Hansson y 

Ronnback, 2003; Slezak y Pfrieger, 2003, 2006; Nishida y Okabe, 2007), a través 

de la liberación de factores solubles como el colesterol y el Factor de Necrosis 

Tumoral- α (TNF-α), entre otros (Mauch et al., 2001; Beattie et al.,2002; Göritz et 

al., 2002) o por la interacción física con las neuronas (Haber et al., 2006; Nishida y 

Okabe, 2007). Sin embargo, el papel de los astrocitos durante el envejecimiento 

celular y su relación con la pérdida de espinas dendríticas ha recibido poca 

atención. 

En trabajos previos, se ha demostrado que la trombospondina-1 (TSP-1), 

una proteína liberada y sintetizada por los astrocitos, puede tener un efecto 

modulador de la formación de las espinas dendríticas y las sinapsis durante el 
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desarrollo. (Christopherson et al., 2005; Eroglu et al., 2009; Xu et al., 2010). De 

manera interesante, se ha observado que la TSP-1 se encuentra disminuída en los 

cerebros de personas con SD (García et al., 2010) y que puede expresarse en 

placas neuríticas de pacientes con EA (Buée et al., 1993; Cáceres et al., 2006; 

Meng et al., 2009), dos condiciones en las que se observan alteraciones en las 

espinas dendríticas, sugiriendo que la TSP-1 podría tener un efecto modulador en 

el desarrollo y mantenimiento de las espinas y sinapsis a lo largo de la vida. Sin 

embargo, se desconoce si la concentración de la TSP-1 cambia a lo largo de la 

vida del individuo, y si esto podría ser la causa de la disminución de la memoria 

observada durante el envejecimiento normal y/o durante el envejecimiento 

acelerado que se observa en personas con SD/EA. 

Este trabajo tuvo como objetivo determinar si los niveles secretados de la 

TSP-1 disminuyen durante el envejecimiento de los astrocitos, y si esto influye en 

la pérdida de un marcador de espinas dendríticas en un modelo in vitro. Además 

éste trabajo contribuye a incrementar el conocimiento sobre las interacciones 

neurogliales en las condiciones de envejecimiento normal y sobre la fisiología de 

la TSP-1. 
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Capítulo 1: Envejecimiento fisiológico y envejecimiento en el síndrome de 
Down 

1.1 Envejecimiento 

 

El envejecimiento es un proceso deletéreo, progresivo y universal en los 

seres vivos, que consiste en un conjunto de modificaciones morfológicas y 

fisiológicas que suponen una disminución de la capacidad de adaptación en cada 

uno de los órganos, aparatos y sistemas, que con el tiempo dirigen hacia la muerte 

(Romo, 2008). 

 

Con los desarrollos actuales en la mejora de los servicios y cuidados 

médicos, la esperanza de vida en México se ha incrementado. De acuerdo con las 

proyecciones del Consejo Nacional de Población (CONAPO), en el año 2005 la 

población de la tercera edad (65 años en adelante), representaba 5.2% de la 

población total mientras que, para el año 2010 representaba el 5.9%. Se estima 

que para mediados de este siglo (año 2050), la población de adultos mayores que 

actualmente representa el 7% de la población total, ascienda al 28% de los cuales 

más de la mitad será mayor a 70 años de edad (CONAPO, 2005), por lo que la 

atención a las personas de la tercera edad representará una inversión económica 

muy alta con el fin de evitar problemas de salud en esta población. Por ello el 

estudio de este grupo poblacional resulta de gran interés y particularmente por los 

cambios que involucran al sistema nervioso central (SNC). Durante el 

envejecimiento, en el SNC existen diversas alteraciones, entre las que se 

enumeran, la reducción en la complejidad de las ramificaciones dendríticas 

neuronales (Nakamura et al., 1985; Peters et al., 2001), la reducción del tamaño 

del soma neuronal (Peinado et al., 2000), alteraciones en número de receptores a 

neurotransmisor (Gazzaley et al., 1996; Hof et al., 2002), cambios en las 

propiedades electrofisiológicas de las neuronas (Chang et al., 2005) y la retracción 

o pérdida de espinas dendríticas y sinapsis (Jacobs et al., 1997; Duan et al., 2003; 

Dickstein et al., 2007). Dichos cambios, inciden sobre la capacidad plástica del 

cerebro y sobre su capacidad para el procesamiento de la información; además, 
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hacen más probable el surgimiento de enfermedades neurodegenerativas como la 

EA y se han visto asociados a la pérdida de las habilidades para la vida cotidiana y 

al declive cognoscitivo observable en la reducción de la capacidad para el 

desarrollo de actividades instrumentales, ambos indicadores de competencia 

funcional y a su vez de bienestar subjetivo (Quiroz; 2010).  

 

Debido a lo anterior, una de las metas más importantes de la neurobiología 

del envejecimiento es determinar los mecanismos que subyacen a los cambios 

relacionados con la habilidad cognoscitiva. 

 

1.2 Envejecimiento en el sistema nervioso central  

 

El envejecimiento del cerebro, es un fenómeno natural y progresivo que se 

manifiesta por el decline cognoscitivo. Particularmente las alteraciones en el 

hipocampo durante el envejecimiento conducen a déficits funcionales en procesos 

asociados a memoria y aprendizaje (Rosenzweig y Barnes, 2003). En los roedores 

viejos, por ejemplo, se han descrito déficits en tareas espaciales dependientes de 

hipocampo y tareas de aprendizaje contextual (Gallagher y Pelleyrmounter, 1988; 

Barnes, 1988). 

 

 Por muchos años, el declive en las áreas más importantes del cerebro se 

creía asociada con la perdida neuronal, ya que se hipotetizaba que la senescencia 

estaba asociada inevitablemente a la muerte de neuronas. Sin embargo, las 

investigaciones recientes muestran que el envejecimiento fisiológico del cerebro 

(en ausencia de patologías degenerativas), no se asocia con alguna pérdida 

neuronal significativa (Morrison y Hof, 1997; West et al., 2004; Dickstein et al., 

2007). Por ejemplo, en modelos animales de envejecimiento el declive de la 

habilidad cognoscitiva no se asocia con la pérdida de neuronas en el hipocampo 

(Rapp y Gallagher, 1996) o corteza (Gazzaley et al., 1997; Rapp et al., 2002). 

Actualmente se hipotetiza que el envejecimiento del cerebro se manifiesta en 

cambios más sutiles de la conectividad neuronal, observables en alteraciones 
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como: el número de receptores a neurotransmisores (p.ej. la reducción en la 

expresión del mRNA de la subunidad NRB2 de receptores glutamatérgicos tipo 

NMDA en la corteza prefrontal de macacos [Bai et al., 2004] y una reducción de 

las subunidades GLUR2 y NMDAR1 en neuronas corticales de proyección durante 

el envejecimiento [Hof et al., 2002]); una reducción de la complejidad dendrítica 

(p.ej. reducción en el número de dendritas basales en neuronas piramidales de la 

capa V de la corteza motora humana (Nakamura et al., 1985; Dickstein et al., 

2007); alteraciones en la tasa de disparo del potencial de acción (Chang et al., 

2005) y de forma importante, reducción de la densidad de espinas dendríticas y 

sinapsis (Jacobs et al., 1997, 2001; Duan et al., 2003; Hof y Morrison 2004; 

Dickstein et al., 2007) que podría influir en las propiedades electrofisiológicas de 

las neuronas. 

 

1.3 El envejecimiento en el síndrome de Down 

. 

El síndrome de Down (SD), es la principal aneuploidía autosomal capaz de 

producir organismos viables y funcionales (Sherman et al., 2007). Etiológicamente 

el SD representa un grupo homogéneo cuyas alteraciones son causadas por la 

presencia de una copia extra del cromosoma 21, que puede originarse por una 

trisomía, translocación o mosaicismo (Paterson y Costa, 2005). Su incidencia es 

de aproximadamente 1 de cada 733 nacimientos vivos (Sherman et al., 2007). En 

México, de acuerdo con un estudio de la fundación John Langdon Down 

(www.fjld.com.mx), se estima una población de 140,000 personas que lo padecen, 

aunque este número puede ser mayor ya que no existe una cifra oficial de 

personas con SD en el país.  

 

Las personas afectadas con SD presentan diversas anormalidades 

fenotípicas que incluyen, el dismorfismo cráneo-facial (Retchsmeier et al., 2000), 

deficiencias inmunes y endocrinas (Fort et al., 1984; Kennedy et al., 1992), alta 

incidencia de leucemia y diabetes (Anwar et al., 1998; Roizen et al., 1993), 

defectos congénitos del corazón y tracto gastrointestinal (Freeman et al., 1998; 
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Carnicer et al., 2001). Sin embargo, los efectos más notables del SD tienen 

relación con el sistema nervioso central (SNC) ya que implican, de manera 

invariable, retraso mental (Zigman y Lott, 2007) y en algunos casos déficit de 

atención/hiperactividad, depresión, agresividad, incoordinación motora, hipotonía 

muscular y respuestas sensoriales anormales (Myers y Pueschel, 1991). Como 

resultado de un avance en los cuidados médicos, la expectativa de vida de 

individuos con SD se ha incrementado en los últimos años (Nieuwenhuis-Mark, 

2009). Desafortunadamente este progreso ha sido acompañado por una alta 

incidencia del desarrollo la enfermedad de Alzheimer (EA) en adultos con SD 

(Mann, 1988; Zigman y Lott, 2007). El desarrollo de este proceso produce nuevos 

cambios para los pacientes y sus familiares debido a la necesidad de ajustarse a 

nuevos tipos de cuidados. 

 

La EA es la forma más común de demencia, clínicamente caracterizada por 

la pérdida progresiva de la memoria y cognición. Comúnmente es diagnosticada 

en individuos de 65 años de edad en adelante, sin embargo, en pacientes con SD 

la EA aparece aproximadamente a los 40 años de edad (Mann, 1988), 

produciendo en ellos un mayor deterioro de las funciones intelectuales. Los genes 

responsables de la neuropatología asociada con SD no han sido totalmente 

caracterizados, pero diversas evidencias indican que el desarrollo de la EA en el 

SD puede estar relacionado con la sobreexpresión de genes localizados en el 

cromosoma 21; particularmente la proteína precursora del β-amiloide (APP) 

(Perluigi y Buterfield, 2011). El incremento de la expresión de la proteína 

precursora del péptido β-amiloide, conduciría a un incremento de β-Amiloide que 

podría activar procesos de muerte neuronal (Selkoe, 2001). Consistentes con esta 

hipótesis, son los resultados que revelan un incremento en los niveles de Aβ42 en 

plasma sanguíneo de pacientes con SD (Schupf et al., 2001; Schupf et al., 2007) y 

la detección de Aβ42 soluble en cerebros con SD, pero no en sujetos control 

(Teller et al., 1996). Además, han sido detectados depósitos difusos de Aβ42 en 

algunos cerebros SD durante la niñez (Lemere et al., 1996). Por otro lado, se ha 

sugerido que el desarrollo de la EA en pacientes SD también podría estar 
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asociada a una sobreexpresión de los genes BACE2 y SOD-1, ambos localizados 

en el cromosoma 21 (Lott y Head, 2001; Zigman y Lott, 2007) y al polimorfismo 

−48C/T en la región promotora del gen de la presenilina1 (PSN1), que se involucra 

en la modulación del péptido β-amiloide en humanos que padecen EA y se asocia 

también al SD (Prasher et al., 1997; Lucarellia et al., 2004); sugiriendo 

mecanismos de susceptibilidad compartida en ambos desordenes.  

 

 Los mecanismos anteriores podrían favorecer no solo el desarrollo de las 

placas amiloides, sino que también un incremento en el estrés oxidativo, 

generando una neuropatología similar a la que se desarrolla en EA por vías de un 

envejecimiento prematuro (Sandowski et al.,1994; Lott y Head, 2001; Antonarakis 

et al., 2004; Webb y Murphy, 2011), haciendo que las personas que padecen al 

SD cursen con un deterioro acelerado y progresivo de sus funciones intelectuales, 

que impactan directamente en su calidad de vida. 
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Capítulo 2: Espinas dendríticas, Síndrome de Down y el envejecimiento  

2.1 Las espinas dendríticas  

 

 

Las neuronas son un tipo de células altamente diferenciadas del sistema 

nervioso cuyas principales característica son la excitabilidad eléctrica de su 

membrana plasmática y su especialización para la recepción de estímulos y 

conducción de impulsos nerviosos (Kandel et al., 2000; Squire et al., 2008). Desde 

el punto de vista funcional, cada neurona presenta tres partes: el cuerpo celular o 

soma, encargado de integrar la información recibida, y que contiene al núcleo o 

almacén del material genético; el axón, zona por donde emite señales a otras 

neuronas, y las dendritas, que son zonas receptoras encargadas de recibir la 

información que proviene de otras neuronas (Squire et al., 2008) [fig.1]. Estas 

últimas especializaciones a su vez pueden ramificarse en patrones complejos y 

poseen múltiples protrusiones llamadas espinas dendríticas porque asemejan a 

las espinas del tallo de una rosa [fig. 2A]. Anatómicamente, las espinas dendríticas 

son pequeñas protuberancias especializadas que emergen de las dendritas 

constituidas por una cabeza anclada al cuerpo de la dendrita a través de un tallo o 

cuello de 0.04–0.5 µm de diámetro y de longitud de entre 0.2-2 µm; su volumen 

total oscila entre 0.01- 0.8 µm3 (Sorra y Harris, 2000; Heike y Morgan, 2001; Fiala 

et al., 2002) [fig. 2B]. Con base en estudios anatómicos detallados de tejido 

cerebral, las espinas dendríticas se han clasificado de acuerdo a su morfología en 

espinas tipo: hongo (espinas con cuellos delgados y largos y cabezas irregulares), 

tazón (con apariencia de copa), regordetas (espinas sin cuello y cabeza con 

apariencia globular) , delgadas (espinas con cuello largo y cabezas pequeñas) y 

filipodios (Protrusiones largas, delgadas y carentes de cabeza) (Peters A. y 

Kaiserman–Abramoff; 1979; Sorra y Harris,2000) [fig.2C]. Éstas últimas son 

consideradas formas inmaduras de una espina dendrítica (Ziv y Smith, 1996). 

Además, las diferencias morfológicas en las espinas se ve reflejada en sus 

características moleculares; por ejemplo, en las espinas con cabezas grandes 

(tipo Hongo) predominan receptores glutamatérgicos del tipo AMPA (α-amino-3-
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hydroxyl-5-methyl-4-isoxazole-propionic acid) y muestran potenciales 

postsinápticos excitatorios grandes; mientras que las espinas del tipo delgado 

parecen estar dominadas por receptores tipo NMDA (N-methyl-D-aspartate) y ser 

comparativamente menos sensibles al glutamato (Takumi et al., 1999; Matsuzaki 

et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. La estructura de la neurona. A) Imagen de microscopía confocal muestra morfología de dos 

neuronas piramidales. B) Representación esquemática. El cuerpo celular o soma, contiene la información 

genética y da origen a dos tipos de procesos, los axones y las dendritas. Los axones son el elemento 

transmisor del potencial de acción. Las dendritas son los elementos de entrada de información a la neurona y 

en conjunto con el soma, reciben los contactos sinápticos de otras neuronas formando sinapsis. [Modificado 

de Kandel et al., 2000 y Kalisman et al., 2004]. 

 

 

Las espinas se distribuyen densamente a lo largo de un mismo segmento 

dendrítico (aproximadamente 1-10 espinas por micrómetro de longitud dendrítica), 

y en ese mismo segmento se pueden describir todas las morfologías antes 

mencionadas (Harris, 1999; Sorra y Harris; 2000), por lo que se cree que no existe 

especialización morfológica asociada a regiones específicas del tejido nervioso, 

sino que la morfología de cada espina representa la historia de activación de la 

neurona en la que residen. 

 

A 

B 

A 

B 
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Desde su descubrimiento y descripción por Don Santiago Ramón y Cajal en 

1888, se propuso que las espinas dendríticas podrían funcionar como los 

elementos de comunicación y contacto del SNC (García-López et al., 2007); dicha 

hipótesis fue confirmada al determinarse que las espinas no solo establecen 

sinapsis sino que, constituyen el principal sitio de contactos excitatorios en el SNC, 

dado que ~ 90% de las sinapsis axo-dendrítcas glutamatérgicas corresponden a 

sinapsis formadas sobre las espinas (Harris y Kater , 1994; Nimchinsky et al., 

2004; Ethell y Pasquale; 2005). 

 

Las espinas contienen toda la maquinaria especializada (receptores a 

neurotransmisores, organelos y sistemas de señalización), para permitir la función 

sináptica, por lo que son estructuras clave en la regulación de la actividad 

neuronal (Sorra y Harris, 2000; Nimchinsky et al., 2002; Álvarez y Sabatini, 2007). 

Las espinas no son estructuras fijas, son altamente dinámicas siendo capaces de 

cambiar su morfología en respuesta a la actividad eléctrica de la neurona (Ethell y 

Pasquale, 2005; Wyatt et al., 2012), por ello se cree que la presencia de diferentes 

morfologías en un mismo segmento dendrítico y en un momento determinado, 

corresponden a los distintos niveles de actividad de las entradas sinápticas que 

recibe una misma célula. 

 

Por su pequeño tamaño las espinas son capaces de restringir su contenido 

citoplasmático con respecto al de la dendrita en la que se posicionan, actuando 

como sitios de especificidad bioquímica y compartamentalización molecular 

(Sabatini et al., 2002; Yuste, 2011; Majewska et al., 2000; Yuste et al., 2000; Ethell 

y Pasquale, 2005). A su vez, cumplen una función como sitios para la síntesis 

local de proteínas (Aakalu et al., 2001; Ostroff et al., 2002), lo que les confiere la 

capacidad de modular sus cambios plásticos de manera específica. Además las 

espinas se han visto involucradas en otras funciones importantes para la 

modulación de los circuitos neuronales, como por ejemplo: incrementar la 

conectividad sináptica en el SNC, al aumentar el área de superficie dendrítica 

disponible para la formación de contactos sinápticos con axones de neuronas 
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vecinas (Yuste; 2011), filtrar la propagación de potenciales eléctricos hacia la 

dendrita con el fin de aislar temporalmente a ésta de la actividad eléctrica 

generada en las entradas sinápticas vecinas (Araya et al., 2006) y facilitar la 

sumación espacio temporal de los potenciales eléctricos en la neurona (Cash y 

Yuste ,1999).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig2.- Morfología de las espinas dendríticas. A) Muestra el cuerpo de una dendrita (verde) y las espinas 

dendríticas que protruyen de él (amarillo); [Nótese el parecido de las espinas que recubren el cuerpo de la 

dendrita, con las espinas de una rosa]. B) Diagrama esquemático de una espina dendrítica, se muestran su 

base, cuello y cabeza, así como algunos de sus componentes (Receptores glutamatérgicos, moléculas de 

adhesión, densidad post-sináptica [PSD] y su citoesqueleto de actina. (C) Representación esquemática de un 

filipodio y las tres morfologías más comunes descritas par las espinas dendríticas (delgada, regordeta y 

hongo). Barra de escala = 5μm [Imágenes modificadas de Hotulainen y Hoongenraad, 2010]. 

 

Por tales razones, las espinas dendríticas juegan un papel de vital 

importancia en las propiedades funcionales de los circuitos neuronales, y cualquier 

cambio estructural que puedan sufrir, puede tener profundos efectos detrimentales 

sobre su función. 
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2.2 Espinas dendríticas y envejecimiento 

 

Una idea común, pero errónea a cerca del envejecimiento del sistema 

nervioso central (SNC), es la que asocia el declive cognoscitivo con la pérdida de 

neuronas. La evidencia actual ha demostrado que durante el envejecimiento no 

existe una pérdida neuronal significativa que dé cuenta del daño cognoscitivo 

observable (Jacobs et al., 1997; Morrison y Hof, 1997; Dickstein et al., 2007; 

Morrison y Baxter, 2012); en cambio se propone que éste se asocia a daños más 

sutiles en la conectividad neuronal. Dado el hecho de que las espinas dendríticas 

representan los sitios principales de recepción de información en los circuitos 

neuronales, diversos estudios se han enfocado en la observación de estas 

estructuras durante el envejecimiento.  

 

La evidencia sugiere cambios relacionados con la edad en la densidad de 

espinas dendríticas. Se ha descrito, por ejemplo, la pérdida de espinas dendríticas 

en el giro dentado del hipocampo de ratas de 26 y 27 meses de edad, 

presentando un decremento en la densidad de espinas en las dendritas basales y 

apicales del 10 y 12% respectivamente con respecto a ratas jóvenes (Geinisman 

et al., 1986; Nunzi et al., 1987). En el modelo de envejecimiento del ratón 

SAMP1TA, también se han descrito reducciones en el número de espinas 

dendríticas en la región CA1 del hipocampo a la edad de 5 y 7 meses (Kawaguchi 

et al., 1995). Estos decrementos en las densidades de espinas dendríticas del giro 

dentado y del área CA1 podrían estar relacionados con pérdida de la capacidad en 

el aprendizaje espacial (Geinisman et al., 1986; Von Bohlen et al., 2006).  

 

En monos viejos, se ha descrito una reducción de neuronas de proyección en 

la corteza temporal de asociación (Duan et al., 2003), y de un 32 % en neuronas 

piramidales de la capa III en la corteza prefrontal (Dumitriu et al., 2010) con 

respecto a monos jóvenes, así como una reducción del 43% y 27% en el número 

de espinas sobre dendritas, apicales y basales respectivamente (Duan et al., 

2003) [fig.3]. Dicha reducción correlaciona significativamente con índices de daño 
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cognoscitivo en pruebas conductuales (Peters et al., 1998; Dumitriu et al., 2010). 

En lo referente a estudios con humanos, se ha observado una reducción del 

número de espinas dendríticas de casi el 50% en regiones corticales a partir de los 

40 años de edad (Jacobs et al., 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3.- Pérdida de espinas dendríticas en el envejecimiento: A y B: Reconstrucciones 3D representativas 

de segmentos dendríticos en Monos Rhesus: joven (A) y viejo (B). C-F, Imágenes de microscopía confocal 

laser, representativas de la morfología y densidad de espinas dendríticas en Monos de la especie M.radiata: 

adulto joven (C) y viejo (D); y de a especie E.patas: joven (E) y viejo (F) respectivamente. Hay consistencia 

inter-especie entre las densidades de espinas dendríticas en los animales jóvenes y viejos. Nótese que existe 

mayor densidad de espinas dendríticas en los animales jóvenes. (Barra de escala =2 μm para A-D y 3 μm 

para E y F) [A y B: modificado de Dumitriu et al., 2010; C-F: Duan et al., 2003]. 

 

 

Dado que las espinas representan los principales sitios postsinápticos de las 

sinapsis excitatorias, su reducción podría reflejar también las densidades 

sinápticas (Bernhardi., 2005; Duan et al., 2003). En estudios de microscopía 

electrónica se ha observado una reducción paralela en la densidad sináptica; se 

reporta por ejemplo, que este decremento es de ~30-60% en la capa I de la 

corteza prefrontal en monos Rhesus (Peters et al., 1998) y de 29% en la capa 

cortical III de monos Macaca mulatta (Uemura, 1980). En la corteza prefrontal 
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humana, las densidades sinápticas muestran un decremento progresivo en 

individuos de 74 años en adelante (Huttenlocher, 1979). 

 

 Los resultados de los estudios previos sugieren que la disminución en la 

densidad de las espinas dendríticas, durante el envejecimiento es un proceso 

común en que afecta la integridad de estructuras cerebrales involucradas en la 

actividad cognoscitiva.  

 

2.3 Espinas dendríticas y síndrome de Down 

 

Las espinas dendríticas están ausentes o se ven alteradas en su estructura y 

distribución en cerebros de personas que sufren diversas enfermedades 

neurológicas, psiquiátricas y desórdenes del desarrollo (McNeill et al., 1988; Garey 

et al., 1998; Jiang et al., 1998; Ferrer y Gullota, 1990; Glantz y Lewis, 2000; Fiala 

et al., 2002; Baloyannis, 2009; Richards et al., 2011); particularmente se ha 

observado una fuerte relación entre la alteración de las espinas y el retraso mental 

(Levenga y Willemsen, 2012). Marín-Padilla en 1972, describió por vez primera las 

anormalidades en las espinas dendríticas causadas por trisomías cromosómicas 

asociadas al retraso mental; dichas anormalidades describían una reducción en el 

número total de espinas dendríticas y espinas con morfología alargada y 

distribuidas de manera tortuosa a lo largo de la dendrita. Estas observaciones se 

hicieron posteriormente también en el SD (Marín-Padilla, 1976) y el retraso mental 

de origen no genético (Parpura, 1974) [Fig.4], sugiriendo que la alteración en la 

estructura de las espinas podía ser un sustrato común de las alteraciones 

cognoscitivas asociadas a estas patologías. 

 

Con relación a estos estudios, en corteza visual primaria de pacientes con 

SD, se observó una reducción en la longitud y ramificación de las dendritas 

basilares de neuronas piramidales de la capa 5, acompañada de una reducción en 

el tamaño, grosor y densidad de las espinas dendríticas (Takashima et al., 1981). 
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Fig.4.- Morfología de espinas dendríticas en cerebros de personas con retraso mental de origen 

no genético y con retraso mental por SD. [A: segmentos dendríticos proximal (A1) y apical (A2) de 

neuronas corticales de cerebro 6 meses de edad, capa V sin trisomía e historia neurológica negativa; B: 

segmentos dendríticos proximal (B1) y apical (B2) de corteza de cerebro en niño 10 meses edad con retraso 

sin trisomía (Parpura, 1974); C): Segmento apical de neurona cortical capa III de niño de 19 meses edad con 

Síndrome de Down; D: Muestra espinas normales en dendrita apical. (Marín-Padilla, 1976). En B y C se 

observa la longitud inusual, la estructura irregular y el acomodo anómalo de las espinas. Barra de escala = 

10μm. 

 

 

Estas alteraciones, en conjunto, podrían ser las responsables de un mal 

funcionamiento de los circuitos neuronales y producir un deterioro de las funciones 

intelectuales (Purpura, 1974; Takashima et al., 1994; Fiala et al., 2000; Yuste, 

2011). Los resultados mencionados anteriormente también han sido descritos en 

ratones de la cepa Ts65Dn y Ts1Cje (Belichenko et al., 2004; Belichenko et al., 

2007) usados como modelos de SD. En ambas cepas se observa una reducción 

de espinas dendríticas en el hipocampo, así como un aumento en el tamaño de la 

cabeza de las espinas. De manera interesante, dichos cambios se hacen más 

pronunciados en pacientes SD con edad avanzada. Por ejemplo, Takashima et al., 

en 1994, describieron una reducción acelerada del número de espinas en 

dendritas basales de adultos con SD en comparación con la tasa de pérdida en 

adultos con cariotipo normal. Más aún, en el hipocampo de pacientes jóvenes y 
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adultos con SD se ha observado un decremento significativo en el número de 

espinas en dendritas apicales de la región del subículum (Suetsugu y Mehraein, 

1980), y existe una reducción adicional de espinas en pacientes SD que 

desarrollan la enfermedad de Alzheimer (Ferrer y Gullota, 1990) [fig.5]. Aunque los 

mecanismos por los cuales las espinas dendríticas se ven alteradas durante el 

envejecimiento acelerado en el SD aún se desconocen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.5.- Preparación de Golgi muestra reducción de espinas dendríticas en hipocampo de 

pacientes con SD y pacientes con SD/EA. Segmentos representativos de dendritas (Células piramidales 

CA1). En A) un sujeto control pareado por edad con B) un paciente de 35 años con SD y con C) paciente con 

SD y EA asociada. Se nota una reducción significativa (15%) en el número de espinas dendríticas en el 

segmento dendrítico del cerebro del paciente con SD. Una reducción adicional de espinas dendríticas ocurre 

(36%) en el cerebro del paciente con SD y EA asociada. Barra de escala = 10μm; [Imagen modificada de 

Ferrer y Gullota (1990)]. 

  

C 
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Capítulo 3: Astrocitos, Trombospondinas y espinas dendríticas 

 

3.1 Los astrocitos 

 

Los astrocitos son células gliales especializadas y el tipo celular más 

abundante en el SNC. La complejidad y densidad de éstas células incrementa 

dramáticamente con la escala filogenética (Oberheim, et al., 2006; Oberheim et al., 

2009). En el cerebro humano constituyen el tipo celular más numeroso con un 

aproximado de 1.65 astrocitos por cada neurona (Bass et al., 1971; Verkhratsky, 

2007). A nivel genético, fisiológico y funcional, los astrocitos pueden ser tan 

heterogéneos como las neuronas (Hansson, 1990; Matthias et al., 2003; Matyash 

y Kettenmann, 2010). Con base en su morfología, ubicación anatómica y fenotipo 

antigénico se pueden clasificar en al menos dos categorías: astrocitos 

protoplasmáticos y astrocitos fibrosos (Kettenmann y Verkhratsky; 2008) cada uno 

de los cuales difiere del otro en algunas de sus funciones principales. 

 

Los astrocitos protoplasmáticos se encuentran en la materia gris, poblando 

densamente la corteza cerebral y el hipocampo (Giaume et al., 2007). Estas 

células del tejido nervioso juegan un papel importante en la homeostasis iónica, la 

síntesis de neurotransmisores, el metabolismo celular y la respuesta inflamatoria 

(Slezack y Pfrieger., 2006; Halassa et al., 2007; Verkhratsky, 2007; Lynch et al., 

2010) y están fuertemente involucrados en una relación neuro-glial (Araque et al., 

1999; Verkhratsky, 2007), particularmente en la formación de las espinas 

dendríticas y sinapsis a través de la liberación de factores solubles como el 

colesterol (Göritz et al., 2002), TNF-α (Beattie et al., 2002) y las trombospondinas 

(TSP´s) (Christopherson et al., 2005; Eroglu, 2009) o por el contacto directo con 

las neuronas (Haber et al., 2006; Nishida y Okabe, 2007). Se estima que un solo 

astrocito extiende cientos de procesos ramificados que contactan con cientos de 

dendritas de múltiples neuronas (Bushong et al., 2002 ; Nedergaard et al., 2003; 

Halassa et al.,2007), dividiendo el neuropilo en compartimientos astrocíticos de ~ 

69,000 µm3 de superficie (Bushong et al., 2002); se ha especulado que dichos 
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compartimientos constituyen una unidad para la integración y modulación local de 

la actividad neuronal dado el hecho de que todas las sinapsis que se encuentran 

en uno de estos compartimentos volumétricos en la corteza humana, (aprox. 

140,000 sinapsis), pueden estar bajo la influencia de un único astrocito (Bushong 

et al., 2002).  

 

3.2 Astrocitos y envejecimiento 

 

A pesar de sus importantes funciones y en comparación con las células 

neuronales, las células de la glía han recibido poca atención en la investigación 

neurobiológica en general (Barres, 2008) y en particular en su papel durante el 

envejecimiento normal o patológico. Algunos reportes sin embargo, han 

demostrado un incremento en la expresión de las proteínas GFAP y s-100β en el 

hipocampo y otras regiones del cerebro durante el envejecimiento (Sabatinni et al., 

1999; Wu et al., 2005; Pertrusa et al., 2007; Lynch et al., 2010; Kremsky et al., 

2012) y en pacientes adultos con SD (Takashima et al., 1994); ambas proteínas 

sintetizadas por los astrocitos (Jorgensen et al., 1990; Wu et al., 2005) y asociadas 

a una respuesta de activación glial ante el daño y neurodegeneración (Sofroniew y 

Vinters, 2010). En cultivos de astrocitos envejecidos, se ha reportado una elevada 

producción de Especies Reactivas de Oxígeno (ERO) (Pertrusa et al., 2007), 

además de una notable reducción en número del transportador de glutamato 

(EAAT2), principal regulador de la recaptura de este neurotransmisor en el espacio 

sináptico (Simpson et al., 2010). Por otro lado, se ha observado también que las 

fallas metabólicas en los astrocitos derivados de cerebros con SD pueden 

contribuir con déficits en la secreción de moléculas (Busciglio et al., 2002; 

Helguera et al., 2013). El incremento de ERO, y déficits energéticos por 

deficiencias podrían contribuir a la pérdida neuronal mediante un mecanismo de 

excitotoxicidad (García y Massieu, 2004). Además, se ha reportado que el 

desarrollo de placas amiloides en la EA se relaciona íntimamente con los 

astrocitos derivados de cerebros con SD (Busciglio et al., 2002) y con astrocitos 



23 
 

reactivos (Rodríguez et al., 2007) pudiendo exacerbar el daño del tejido neuronal 

(Giaume et al., 2007; Sofroniew y Vinters, 2010). 

 

Estos datos sugieren que durante el envejecimiento normal o patológico 

(p.ej. SD), los astrocitos pueden presentar diversas alteraciones metabólicas que 

podrían influir en la homeostasis cerebral, facilitar el desarrollo de patologías 

neurodegenerativas y contribuir al deterioro cognoscitivo observado. 

 

3.3 Los astrocitos como moduladores de la formación de espinas dendríticas 

 

El primer reporte de la función de los astrocitos como moduladores de la 

densidad de las espinas dendríticas data de los trabajos de Meshul et al., (1987), 

quienes reportaron un aumento en el número de espinas dendríticas sin 

aposiciones sinápticas en cultivos de células de Purkinje después de la exposición 

a un medio condicionado por astrocitos. Estudios subsecuentes dirigidos a 

comprender la función de los astrocitos en la morfología dendrítica y la formación 

de sinapsis fueron llevados a cabo por Pfrieger y Barres en 1997, quienes 

demostraron que en cultivos puros, las células ganglionares de la retina extendían 

elaboradas arborizaciones dendríticas y axones eléctricamente excitables, pero 

con poca actividad sináptica; sin embargo, cuando éstas se cultivaban con 

astrocitos o medio de cultivo condicionado por los mismos, su actividad sináptica 

aumentaba casi 70 veces. Cuatro años más tarde Ullian et al., (2001), usando el 

mismo sistema experimental, identificaron que las neuronas cocultivadas con 

astrocitos desarrollan aproximadamente seis veces más sinapsis e incrementan en 

siete veces la efectividad sináptica comparado con neuronas cultivadas en 

ausencia de ellos, y que la habilidad de los astrocitos para aumentar la actividad 

sináptica se debe tanto al incremento del número de sinapsis como al incremento 

de la función pre y post-sináptica. La posibilidad de que los astrocitos actúen de 

forma similar in vivo se ha sugerido fuertemente por la correlación 

espaciotemporal de la sinaptogénesis con la aparición de los astrocitos inmaduros 

en el día postnatal 15 y la asociación de estos con las neuronas en sinapsis del 
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SNC (Ullian et al., 2001; Miller y Gauthier, 2007), lo que sugiere que la 

sinaptogénesis requiere de la glía. Estos datos concuerdan con los de Nishida y 

Okabe (2007) quienes demostraron que para la formación de sinapsis es 

necesario el contacto directo de los astrocitos con las neuronas. Además la 

secreción de moléculas de la astroglia, como el colesterol (Göritz et al., 2002); 

TNF-α (Beattie et al., 2002) y la trombospondina-1 (TSP-1) (Christopherson et al., 

2005), tienen un rol determinante en la sinaptogénesis, lo que sugiere que los 

astrocitos juegan un papel importante durante este proceso. Es así que una 

alteración en la función glial durante el envejecimiento fisiológico puede contribuir 

a la pérdida sináptica como parte de un proceso de atrofia neuronal en ausencia 

de muerte neuronal apreciable (Rosovsky et al.,2005; Kremsky et al., 2012) pero 

poco o nada se sabe al respecto del mecanismo que subyace a esta pérdida. 

 

3.4 Trombospondina 1 (TSP-1) 

 

La trombospondina-1 (TSP-1) es una glicoproteína de matriz extracelular 

miembro de una familia de 5 homólogas, cada una codificada por un gen distinto. 

Las trombospondinas en general, se encuentran entre los pocos genes más 

expresados en el cerebro de primates y especialmente en el cerebro humano 

(Cáceres et al., 2006). En el tejido sanguíneo, la TSP-1 se involucra en la 

agregación plaquetaria, la inflamación y la angiogénesis (Chen et al., 2000, Liauw 

et al., 2008). En el SNC, la TSP-1 es sintetizada y secretada por los astrocitos 

particularmente durante el desarrollo (Iruela-Arispe et al., 1993). En modelos 

murinos, la expresión de TSP-1 durante el desarrollo embrionario es baja, 

posteriormente (en los primeros periodos posnatales) se eleva y disminuye en el 

cerebro adulto (Iruela-Arispe et al., 1993; Liauw et al., 2008). La TSP-1 se ha visto 

involucrada en estimular la proliferación y diferenciación de células progenitoras 

neuronales (Lu y Kipnis, 2010) y es capaz de inducir sinaptogénesis y dirigir la 

formación de espinas dendríticas (Christopherson et al., 2005; Eroglu et al., 2009; 

Risher y Eroglu, 2010; García et al., 2010). Además, los niveles de expresión de 

TSP-1 en el SNC correlacionan con el periodo sinaptogénico en las primeras 3 
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semanas posnatales del desarrollo (Christopherson et al., 2005) y diversas 

evidencias experimentales sugieren que la TSP-1 es capaz de inducir 

sinaptogénesis a través de la acumulación normal de proteínas de la densidad 

post-sináptica como la sinapsina y la PSD-95 (Barres, 2008); por lo que la 

liberación de la TSP-1 derivada de los astrocitos podría explicar la correlación 

espacio-temporal del desarrollo astrocítico con el desarrollo de las espinas 

(Bushong et al., 2002; Ullian et al., 2001). 

 

Los déficits de expresión de la TSP-1 afectan el número y la forma de las 

espinas dendríticas así como la formación de las sinapsis (Christopherson et al., 

2009; Eroglu et al., 2009; García et al., 2010; Xu et al., 2010). Christopherson y 

sus colaboradores (2005), demostraron en un modelo murino que la TSP-1 es 

capaz de promover adhesión sináptica y dirigir al establecimiento de 

especializaciones pre y post sinápticas normales; pero tras la deleción genética de 

la TSP-1, se observa una reducción significativa del 30% en la densidad de 

sinapsis excitatorias. En nuestro laboratorio, demostramos previamente una 

reducción significativa de la TSP-1 en cerebros de pacientes con SD, misma que 

podría estar relacionada con la evidencia de la disminución en el número de 

espinas y sinapsis que se ha observado en los cerebros  de individuos con SD 

(García et al., 2010). De manera interesante la TSP-1 se ha visto asociada a la 

expresión de la proteína β-amiloide en cerebros de personas con EA (Buée et al., 

1993; Cáceres et al., 2006; Meng et al., 2009), sugiriendo una relación entre la 

concentración de TSP-1, la EA y el SD/EA. Resultados parciales no publicados de 

nuestro laboratorio muestran que los pacientes SD/EA tienen un decremento en 

los niveles de la TSP-1 en plasma (Hernández-Guzmán et al., 2012). Además, las 

alteraciones en la expresión de la TSP-1 se han visto asociadas también a 

padecimientos que se desarrollan durante el envejecimiento, como en la 

degeneración macular (Uno et al., 2006), desórdenes cerebrovasculares (Meng et 

al., 2009) y la falla cardiáca (Almen et al., 2011), sugiriendo un papel importante 

durante el proceso de envejecimiento. 
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En este trabajó se tratará de determinar si cambios en los niveles de expresión 

de la TSP-1 en distintas ventanas temporales podrían afectar el desarrollo de las 

espinas dendríticas, medido a través del marcador de espinas drebrina, tratando 

de establecer alguno de los mecanismos involucrados en la pérdida acelerada de 

las espinas que se observa en las personas con SD que desarrollan la EA, o 

durante el envejecimiento fisiológico. 
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4. Justificación: 

 

El envejecimiento prematuro, la discapacidad intelectual y el desarrollo de la 

EA, son algunas de las características comunes del SD. Aunque la alteración de 

las espinas dendríticas puede ser un factor común entre éstas, los mecanismos 

implicados en este proceso aún son desconocidos. 

 

Debido a la reciente descripción de las alteraciones en expresión de la TSP-1 

en patologías asociadas a la edad y su papel en la modulación de las espinas 

dendríticas y sinapsis, es posible que una alteración en la expresión de la TSP-1 

pueda contribuir a la pérdida de las sinapsis y las espinas dendríticas durante el 

envejecimiento. Un mejor conocimiento sobre los mecanismos celulares 

implicados en la pérdida de la espinas durante el envejecimiento nos podría 

ayudar a retrasar la pérdida cognoscitiva o el desarrollo de enfermedades 

neurodegenerativas durante el envejecimiento. Adicionalmente este trabajo 

contribuye a conocer el papel de la TSP-1 en el SNC así como las interacciones 

neurogliales durante el envejecimiento. 

 

5. Objetivos: 

 

5.1 General:  

Conocer el papel de la TSP-1 secretada por los astrocitos en la pérdida de espinas 

dendríticas durante el envejecimiento.  

 

5.2 Particulares:  

 

*Determinar si los niveles de la TSP-1 disminuyen durante el envejecimiento 

de los astrocitos  

*Determinar si neuronas cultivadas sobre astrocitos envejecidos muestran  

una pérdida del marcador de Drebrina para las espinas dendríticas. 
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*Explorar si los niveles de la TSP-1 pueden usarse como un biomarcador de 

envejecimiento. 

 

6.- Hipótesis: 

 

*Durante el envejecimiento, los astrocitos pierden la capacidad de secretar 

y/o sintetizar TSP-1, lo cual podría influir en la pérdida de marcadores para las 

espinas dendríticas.  

 

7. Materiales y Método: 

 

7.1 Cultivos celulares 

 

Astrocitos de hipocampo de 3 ratones de 1-2 días de edad fueron disectados y 

disociados en suspensión celular mediante la incubación con 0.25% de 

tripsina/40mg/ml DNAsa (Sigma), en solución salina de Hanks’s a 37°C, durante 

15 minutos. Posteriormente el tejido cerebral fue disociado mecánicamente con 

puntas de micro-pipeta. Tradicionalmente las células de la glía y las neuronas se 

han preparado en los primeros 2-3 días postnatales por varias razones: 1) Las 

neuronas son menos susceptibles al daño durante la disociación debido a que su 

soma aun es pequeño y no han extendido arborizaciones denríticas y axonales 

elaboradas; 2) a esta edad, las células son menos dependientes de factores 

tróficos provistos por sus células diana; 3) resulta más sencillo eliminar meninges 

y tejido conectivo (Banker y Goslin, 1998). 

 

Una vez disociadas las células, fueron sembradas sobre cubreobjetos de vidrio 

circulares 18 mm diámetro (Decgläser) y mantenidas en medio de cultivo DMEM 

(GIBCO), suplementado con 10% de suero fetal bobino (GIBCO), para asegurar su 

crecimiento hasta confluencia. Los cultivos se mantuvieron durante 10 y 30 Días In 

Vitro (DIV) [A los 30DIV los cultivos son considerados viejos] (Kawano et al., 

2012). 
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Una vez alcanzada la confluencia, los astrocitos fueron utilizados como una 

alfombra (monocapa) de crecimiento para neuronas hipocampales como se 

describe en el siguiente apartado.   

 

La identidad y pureza de los cultivos astrocíticos fue confirmada por 

inmunohistoquímica con anticuerpo anti-GFAP (Glial Fibrillary Acidic Proteín), que 

es una proteína de los filamentos intermedios expresado por la astroglía (Morrison 

et al., 1985). 

 

7.2 Cocultivos neurogliales de hipocampo 

 

Para generar el cocultivo neuroglial, el hipocampo de 3 ratones recién 

nacidos (1-3 días) se disectó e incubó con tripsina (0.25%)/DNAsa (0.25%) 

(Sigma) por 10 minutos y se trituró mecánicamente con una pipeta Pasteur de 

cristal. Las neuronas disociadas se colocaron directamente sobre las monocapas 

de astrocitos de 10 y 30 DIV para evaluar el efecto que éstas tenían, sobre el 

crecimiento neuronal y la formación de sinapsis en el modelo in vitro. Como ya se 

mencionó; las células gliales tienen la capacidad de actuar como fuente de 

factores neurotróficos solubles, y en la práctica, algunos protocolos para cultivar 

neuronas del SNC dependen de altas densidades de glía endógena para 

promover el desarrollo neuronal (Banker y Goslin 1998).  

 

Cuatro horas después de la siembra se cambió el medio para eliminar 

cualquier residuo de tejido sobrante y células no adherentes en el mismo y se 

hicieron cambios parciales de medio cada 5 días para asegurar que se supliera a 

las células con los nutrimentos consumidos en los periodos de crecimiento. 

 

 Los cocultivos se mantuvieron 21 DIV para permitir el desarrollo y 

maduración de espinas dendríticas y sinapsis (García et al., 2010) 
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7.3 Inmunofluorescencia: 

 

Los cultivos primarios de células astrogliales y cocultivos fueron fijados con una 

solución de 4% paraformaldehído/sucrosa 0.12 M y PBS (NaCl 137mM, KCl 

2.7mM, Na2HPO4 10mM y KH2PO4 2mM), usada para mantener un pH constante 

de 7.4, durante 15 min para preservar la estructura celular. 

 

Una vez fijadas, las células fueron permeabilizadas con 0.2%TritonX-

100/PBS por 15 minutos para permitir la entrada de los anticuerpos al interior de 

las células. Posteriormente, los cocultivos fueron bloqueados por 30 minutos con 

PBS-Albumina de suero bovino (5%), con la finalidad de prevenir la unión de los 

anticuerpos a sitios inespecíficos 

 

Finalmente los cocultivos se incubaron con uno o más de los siguientes 

anticuerpos primarios: GFAP (1:1000; Sigma), marcador de astroglía, anti-b-

tubulin isotype III (1:1000; Sigma), marcador de neuronas, mouse anti-

trombospondina-1 (1:250; Santa Cruz Biotechnology), y mouse-anti-debrin (1:250; 

Enzo lifesciences) marcador de espinas dendríticas, durante 1hr. a temperatura 

ambiente. Seguido por la incubación con los anticuerpos secundarios 

fluorescentes Alexa Fluor 488nm (1:500; Invitrogen) y (Alexa Fluor 488 (1:500 

Invitrogen) por 30 minutos. 

 

Se utilizó un microscopio de fluorescencia (Zeiss) para la visualización, 

captura y cuantificación de imágenes de las espinas dendríticas. Las imágenes se 

capturaron con una cámara digital y se procesaron usando el software Image 

Focus 2.0. (Zeiss).  
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7.4 Análisis de fluorescencia: 

 

Las intensidades de fluorescencia se analizaron con el Software de análisis de 

imagen digital de dominio público Image J versión 1.47. 

 

Ocho imágenes/fotografías aleatorias se seleccionaron de 7 cultivos diferentes por 

cada grupo de edad de cultivo (Jóvenes 10DIV; Viejos 30DIV). De cada imagen 

fueron seleccionadas aleatoriamente 45 regiones de interés (ROI’s por sus siglas 

en inglés, definen una selección de área [cuadrada] en la superficie de cada 

imagen). En cada ROI se cuantificó el número total de pixeles en escala de grises 

con cuentas desde 0 a 255 (cada píxel se codifica mediante un conjunto de bits de 

longitud determinada, de manera que cada píxel admite hasta 256 variaciones de 

color que van desde 0 a 255 en unidades arbitrarias [u.a.])  generada por el 

software de análisis de imagen. Se obtuvo la media de los valores de pixel en 

cada ROI y el total de las intensidades de pixeles de todos los campos 

seleccionados, por imagen y por grupo de imágenes, se promediaron y se 

expresaron como la media ± desviación estándar (Rama et al., 2013). 

 

7.5 Muestras sanguíneas 

 

Con el fin de investigar si los cambios en TSP-1 podrían servir como un posible 

biomarcador del envejecimiento, se determinaron los niveles de TSP-1 en el 

plasma de pacientes normales. 

 

 Muestras de sangre fueron provistas y procesadas para la obtención de suero por 

el Centro de Investigación en Alzheimer de la Universidad de Irvine California 

(UCI-ADRC, por sus siglas en inglés) (protocolo 2008-6454). Se clasificaron 2 

grupos: 1) sujetos normales (NL) (ausencia de patologías) jóvenes (n=18, rango 

de edad de 26-40 años, promedio de edad 33 años), 2) sujetos normales viejos 

(NL viejos) (n=10, rango de edad de 80-98 años, promedio de edad 89 años). 
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7.6 Medición de TSP-1 

 

Los niveles de TSP-1 fueron determinados del medio condicionado de 

astrocitos y del plasma sanguíneo, a través de un inmunoensayo de ELISA (R&D 

systems) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente este ensayo 

consistente en inmovilizar un antígeno para detectarlo mediante el uso de un 

anticuerpo enlazado a una enzima capaz de generar un producto detectable y 

hacer la cuantificación. Los niveles de TSP-1 se obtuvieron a partir de una curva 

estándar de concentraciones conocidas de TSP-1 y los resultados se expresaron 

como ng/ml (García et al, 2010). 

7.7 Análisis estadístico: 

 

Todos los experimentos in vitro fueron repetidos 3-7 veces usando cultivos de 

diferentes especímenes. 

 

 Los datos de concentración de TSP-1 se analizaron mediante un análisis de 

varianza de una vía (ANOVA) seguido de un test de comparación múltiple Tukey-

Kramer (Software: PRISM versión 5 para Windows).  

 

Los datos del análisis de fluoresencia se analizaron usando una prueba T-student 

(Software: PRISM versión 5 para Windows) utilizando las medias de los valores de 

intensidad de pixeles. 

 

Todos los resultados se expresaron como la media ± desviación estándar y se 

evaluó su significancia con una p < 0.05. 
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8. Resultados: 

Los cultivos de astrocitos de hipocampo fueron sembrados y dejados crecer 

durante 3,6,10,15,30 y 60 DIV con el fin de observar cambios morfológicos y 

evaluar su supervivencia in vitro. Los astrocitos fueron capaces de crecer y 

alcanzar la confluencia a los 10 DIV. Durante los primeros días los astrocitos 

crecen y presentan cambios morfológicos progresivos. A los 6 DIV se observa una 

extensión de procesos finos, después de los 10 DIV se observa la formación de 

procesos gruesos característicos de astrocitos maduros (McCarthy y De Vellis, 

1980), entre los 10 -15 DIV la mayoría de los cultivos alcanzan la confluencia. El 

cambio de medio permitió que los astrocitos puedieran sobrevivir hasta los 60 DIV.  

En este trabajo se utilizaron cultivos de 30DIV que han sido considerados como 

cultivos de astrocitos viejos (Kawano et al., 2012) [Fig.6]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig6.- Cultivos de astrocitos corticales – La fotografía muestra el desarrollo de astrocitos de 

corteza de rata desde los 3 DIV (a) hasta los 60 DIV (f) observados con el objetivo de 20X. A los 10 

DIV (c) los astrocitos llegan a la confluencia y pueden permanecer así hasta los 60DIV. (Las 

cabezas de flecha blancas en a señalan astrocitos individuales, la cabeza de flecha negra en C 

señala el núcleo de astrocito individual).Barra de escala = 40μm. 
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8.1 Los astrocitos viejos expresan GFAP 

La identidad de los astrocitos en cultivo fue determinada con base en la 

Inmunofluorescencia para la “Proteína Fibrilar Acídica de la Glía” (GFAP); que es 

una proteína de los filamentos intermedios expresada por los astrocitos (Morrison 

et al., 1985). 

La GFAP fue expresada desde los 10 DIV y su expresión incrementa conforme 

el cultivo envejece [fig.7]. Un análisis de intensidad de fluorescencia indica que, 

los astrocitos viejos (30 DIV) expresan éste marcador cerca de un 42% más (27 ± 

1.41 u.a.) con respecto a los astrocitos jóvenes (10 DIV) (19.02 ± 1.67 u.a.). Las 

diferencias son estadísticamente significativas [t=3.64; gl=268; p< 0.0001]. 

El incremento en la expresión de GFAP es una característica de cerebros 

envejecidos (Sabatinni et al., 1999; Wu et al., 2005; Pertrusa et al., 2007; Lynch 

et al., 2010; Kremsky et al., 2012). 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Fig 7. Astrocitos viejos expresan en mayor proporción el marcador para GFAP. A) Astrocitos de 10 DIV 

observados con un objetivo de 20X (A) y 40X (A2). B) Astrocitos de 30 DIV observados con un objetivo de 20X 
(B) y 40X (B2). Barra de escala A y B (20X)=20μm; A2 y B2 (40X)=10μm C) Cuantificación de intensidad de 
fluorescencia; los cultivos viejos expresan en un 42% más el marcador para GFAP (27.0. ± 1.4 u.a.) con 
respecto a los cultivos jóvenes (19.0. ± 1.7 u.a.). Las mediciones fueron hechas en 7 cultivos diferentes para 
cada una de las edades mostradas. Las diferencias observadas fueron estadísticamente significativas con un 
nivel P < 0.0001. 

C 
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A2 
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8.2 Los astrocitos viejos expresan bajos niveles de TSP-1 

 

La TSP-1 es una proteína sintetizada y expresada por los astrocitos humanos 

(Asch et al., 1986). Su expresión es alta durante las primeras etapas del desarrollo 

(Eroglu 2009), sin embargo, su expresión durante el envejecimiento ha recibido 

poca atención. 

Con el fin de determinar la expresión de TSP-1 durante el envejecimiento, se 

realizó una inmunocitoquímica contra TSP-1 en cultivos jóvenes (5 DIV) y cultivos 

viejos (30 DIV). Los resultados muestran altos niveles de TSP-1 en los cultivos de 

5 DIV (61.5 u.a ± 0.93). Sin embargo, después de 30 DIV los niveles de TSP-1 

disminuyen notoriamente hasta en un 31% (21.6 ± 0.69 u.a.). Las diferencias son 

estadísticamente significativas [t=34.3; gl=190; p < 0.0001]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.8- Niveles de TSP-1 sintetizada por los astrocitos de 5 y 30 DIV. A y C) Cultivos de 5 DIV y 30 DIV 
expresan marcador TSP-1  [Objetivo 10X]. B) Núcleo de astrocito individual en la misma preparación que (A) 
[objetivo 40X]. D) Núcleo de astrocito individual en la misma preparación que (C) [objetivo 40X]. Barra de 
escala A y C = 20μm; B y D= 10 μm. E) Cuantificación de intensidad de fluorescencia. Los cultivos viejos 

expresan un 31% menos el marcador para TSP-1(21.6.  ± 0.6 u.a) con respecto a los cultivos jóvenes (61.5 ± 
0.9 u.a.). Las mediciones fueron hechas en 7 cultivos diferentes para cada una de las edades mostradas. Las 
diferencias observadas fueron estadísticamente significativas con un nivel p < 0.0001 
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8.3 La secreción de TSP-1 disminuye durante el envejecimiento de los 

cultivos celulares.  

 

Con el fin de determinar si los cambios observados en la expresión de TSP-1 

tienen también un efecto sobre su secreción, los niveles de TSP-1 fueron 

determinados en el medio condicionado por los astrocitos (MCA) de 5, 15 y 30 

DIV, mediante un inmunoensayo de ELISA. 

 

Los resultados muestran que a los 5 DIV, el MCA tiene una concentración de 

44.66 ± 7.34 ng/ml; diez días después (15 DIV), los cultivos reducen en un 90% 

esta concentración y a los 30 DIV llegan a disminuir hasta en un 95% los niveles 

de la TSP-1. Estos datos sugieren que la expresión y secreción de la TSP-1 

disminuye significativamente [F=215.3; gl=2] conforme los astrocitos envejecen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.9- Niveles de TSP-1 medidos en MCA a diferentes edades de cultivo. Las barras representan el 

promedio de la concentración de TSP-1 ± el error estándar; a diferentes edades del cultivo: 5 DIV (44.66 ± 7.1 

ng/ml), 15 DIV (4.70 ± 1.0 ng/ml); 30 DIV (2.52 ±1.0 ng/ml). Las mediciones fueron hechas en 7 cultivos 

diferentes para cada una de las edades mostradas. Las diferencias observadas fueron estadísticamente 

significativas con un nivel P < 0.0001.  
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8.4 Los astrocitos viejos son capaces de mantener a las neuronas en 

desarrollo. 

 

Los astrocitos son una fuente de factores neurotróficos solubles y sirven de 

soporte para promover el desarrollo y mantenimiento de las neuronas (Banker y 

Goslin,1988). Nosotros previamente demostramos que las neuronas pueden 

crecer sobre astrocitos obtenidos de tejido fetal cerebral con SD (García et al., 

2010). Con el fin de determinar si las neuronas son capaces de crecer sobre 

monocapas de astrocitos envejecidos, neuronas derivadas de hipocampo de ratas 

de 1-3 días de edad fueron sembradas sobre cultivos jóvenes (10 DIV) y viejos (30 

DIV) de astroglía. Bajo estas condiciones las neuronas se dejaron crecer por 21 

días. Después de este periodo las neuronas muestran un crecimiento y extensión 

de procesos neuronales que pueden conectarse entre sí y no se observa un daño 

aparente en el soma o los procesos celulares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.10.- Los cultivos de astroglía 10 DIV y 30 DIV son capaces de permitir el crecimiento neuronal. A - 

C) Cocultivo 10 DIV; D - F) Co-cultivo 30 DIV. A y D) Imágenes de Fluorescencia con marcador anti β-Tubulin 

III. B y E) Contraste de fases (CF) sobre la misma sección que en A y D; se aprecian los núcleos de astrocitos 

y prolongaciones de neuronas. C y F) Sobreposición de imágenes (FLUORESENCIA + CF) (se aprecian en 

verde los procesos neuronales encima de la monocapa de astrocitos). (Cabezas de flecha rojas= núcleos de 

astrocitos; puntas de flecha Negras= Núcleos de neuronas; Flechas amarillas = procesos neuronales; 

Circunferencia= Grupos de núcleos neuronales). Barra de escala = 40μm. 
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8.5 Las neuronas que crecen sobre astrocitos viejos muestran una 

disminución de espinas dendríticas. 
 

 

La drebrina es una proteína de unión a actina que se involucra en el desarrollo 

del SNC; la isoforma A se relaciona directamente con la maduración sináptica y se 

expresa de manera restringida en las neuronas y preferencialmente en la espinas 

dendríticas de las neuronas maduras (Sekino et al., 2007; Song et al., 2008; Aoki 

et al., 2005), regulando su morfología (Mizui et al., 2005; Takahashi et al., 2006).  

 

Con el fin de evaluar los posibles efectos de la disminución de la secreción de 

TSP-1 en la formación de espinas dendríticas, los niveles de drebrina fueron 

estimados mediante un análisis de fluorescencia en neuronas cocultivadas sobre 

monocapas de astrocitos jóvenes (10 DIV) y viejos (30 DIV). Los resultados 

muestran que, las neuronas sembradas sobre los cultivos viejos presentan una 

disminución en el marcaje con drebrina de hasta un 75% (5.01 ± 0.30 u.a.), 

comparado con las neuronas sembradas sobre los astrocitos jóvenes (20.75 ± 

0.74 u.a.), [t=20.23; gl=359] (Fig. 11). 

 

Estos resultados sugieren que la disminución de TSP-1 que se observa 

durante el envejecimiento de los astrocitos puede afectar el mantenimiento de las 

espinas dendríticas en las neuronas. 
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Fig11.-Disminución de ‘Drebrina’, un marcador de espinas dendríticas, en las neuronas que crecen 
sobre astrocitos viejos. A) Neurona creciendo sobre astrocitos de 10 DIV B) Neurona creciendo sobre 
astrocitos de 30 DIV [Objetivo 40X]. C) Cuantificación de intensidad de fluorescencia. Las neuronas sobre 

cultivos viejos expresan un 75% menos el marcador para drebrina (20.75 ± 0.74 u.a.) con respecto a las 
sembradas sobre cultivos jóvenes (5.01 ± 0.30 u.a.). Las mediciones fueron hechas en 7 cultivos diferentes 
para cada una de las edades mostradas. Las diferencias observadas fueron estadísticamente significativas 
con un nivel  p < 0.0001. Barra de escala = 10μm. 
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8.6 Niveles de TSP-1 en sangre disminuyen con el envejecimiento. 

 

Como se mencionó anteriormente, la TSP-1 es una proteína de matriz 

extracelular implicada en diversos procesos de desarrollo. En sangre, la TSP-1 es 

secretada por los gránulos α-plaquetarios (Smirnova y Festoff, 1994) y participa en 

procesos de cicatrización, apoptosis, inflamación, adhesión y migración celular 

(Chen et al., 2000). Alteraciones en los niveles de TSP-1 ocurren en diferentes 

condiciones patológicas como la degeneración macular, desordenes 

cerebrovasculares, la falla cardiáca, esclerosis lateral amniotrófica y el SD. 

(Smirnova y Festoff, 1994; Uno et al., 2006; Meng et al., 2009; García et al., 2010; 

Almen et al., 2011), lo que sugiere que podría ser usada como marcador de ciertos 

desórdenes. Nosotros previamente demostramos que la expresión de TSP-1 en 

células cerebrales normales es alta (García et al., 2010), lo que indica que el SNC 

es una fuente significativa de TSP-1. Por lo tanto, cambios en los niveles de TSP-1 

en el cerebro podrían verse reflejados en los niveles de TSP-1 de sangre (suero o 

plasma). 

Con el fin de explorar si los cambios en TSP-1 observados en los astrocitos, 

se pueden observar en la sangre, se determinaron los niveles de TSP-1 en el 

suero de personas adultas normales (en ausencia de patologías) jóvenes (rango 

de edad 26-42 años; n=12) y viejos (rango de edad de 80 a 97 años; n=10). Los 

resultados parciales sugieren que las concentraciones de TSP-1 en suero 

disminuyen significativamente durante el envejecimiento normal (Fig.12). De 

manera interesante, personas con SD con probable demencia tipo EA (promedio 

de edad 93.5 años) muestran una reducción, aunque no significativa, en los 

niveles de TSP-1 (Hernández Guzmán et al., 2012). 

Estos resultados sugieren un potencial uso de la TSP-1 como biomarcador del 

envejecimiento y patología. 
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Fig.12. Niveles de TSP-1 en suero en personas jóvenes y de avanzada edad. El grupo de personas 
jóvenes muestra un promedio de 180.7± 25.45 ng/ml; las personas viejas un promedio de 127.0 
±66.86 ng/ml, en los niveles de TSP-1. El análisis estadístico muestra una disminución significativa 
[U= 23.00; p=0.026] en los niveles de TSP-1 en personas de edad avanzada. 
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9. Discusión: 

 

Las neuronas han sido el objeto principal de estudio en la neurobiología del 

envejecimiento, debido a sus complejas propiedades de excitabilidad eléctrica y la 

evidente importancia de su pérdida y patología en el desarrollo de los déficits 

conductuales y cognoscitivos que se observan durante el envejecimiento. Sin 

embargo, los estudios más recientes han demostrado que los déficits asociados a 

éstas condiciones no se relacionan directa y únicamente con una pérdida neuronal 

(Morrison y Hof, 1997; West et al., 2004; Dickstein et al., 2007) sino que se 

relacionan con alteraciones en la conectividad, especialmente la pérdida de 

espinas dendríticas y sinapsis (Barnes, 1994; Jacobs et al., 1997; Jacobs et al., 

2001; Duan et al., 2003; Hof y Morrison 2004; Dickstein et al., 2007). En los 

últimos años, por ejemplo, diversas evidencias experimentales han demostrado 

que los astrocitos son capaces de regular el desarrollo, movilidad y estabilidad de 

las espinas dendríticas así como la sinaptogénesis (Hansson y Ronnback, 2003; 

Nishida y Okabe, 2007; Slezak y Pfrieger, 2003,2006), a través de la liberación de 

factores solubles como la TSP-1 y por la interacción física con las neuronas 

(Haber et al., 2006; Nishida y Okabe, 2007). Sin embargo, el papel de los 

astrocitos durante el envejecimiento celular y su relación con la pérdida de espinas 

dendríticas ha recibido poca atención. 

En el presente trabajo se evaluó, mediante el uso de un sistema in vitro, el 

efecto del envejecimiento astrocítico sobre la secreción de la TSP-1 y el impacto 

que ésta puede tener sobre la pérdida de espinas dendríticas. Nuestros resultados 

muestran que los astrocitos en los cultivo son capaces de sobrevivir hasta por 60 

DIV (fig.6). Conforme el cultivo envejece no se observaron alteraciones 

morfológicas evidentes; sin embargo se incrementó la expresión de GFAP. El 

incremento de la expresión de GFAP, así como de S-100β, es una característica 

que se observa en cerebros envejecidos de roedores y humanos (Sabatinni et al., 

1999; Wu et al., 2005; Pertrusa et al., 2007; Lynch et al., 2010; Kremsky et al., 

2012). La sobreexpresión de GFAP y S-100β se han utilizado como índice de 

envejecimiento astrocítico. La inhibición de la sobreexpresión de GFAP durante el 
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envejecimiento favorece el crecimiento neurítico, sugiriendo que la sobreexpresión 

de GFAP está involucrada en la disminución de factores tróficos durante el 

envejecimiento (Rozovsky et al., 2005; Pertrusa et al., 2007). De manera 

interesante, en el curso de patologías como el Alzheimer, el incremento en los 

niveles de GFAP se relaciona directamente con la neurodegeneración (Simpson et 

al., 2010). El mecanismo por el cual se incrementa la expresión de GFAP no se 

conoce aún, aunque se sugiere que la acumulación progresiva de cambios 

oxidativos podría estimular su transcripción, mediada por el elemento de respuesta 

NF-1 (Rozovsky et al., 2005). La sobreexpresión del marcador GFAP con la edad, 

y la consecuente atenuación de factores que permiten el crecimiento neuronal 

podrían ser un factor importante para el desarrollo de la neurodegeneración 

observada en el envejecimiento normal y en la EA asociada al SD (Patterson y 

Costa, 2005; Patterson, 2007).  

En el SNC, la TSP-1 es liberada principalmente por los astrocitos durante el 

desarrollo (Asch et al., 1986; Eroglu, 2009) y se ha visto involucrada en estimular 

la proliferación y diferenciación de células progenitoras neuronales (Lu y Kipnis, 

2010), en la inducción de la sinaptogénesis y la formación de espinas dendríticas 

in vivo (Christopherson et al., 2005; Eroglu et al., 2009; Risher y Eroglu, 2010; 

García et al., 2010). La deleción genética de la TSP-1 tiene como consecuencia 

una reducción significativa en el número de sinapsis (Cristopherson et al., 2005) y 

una alteración en el número y morfología de las espinas (García et al., 2010). 

Los resultados de este trabajo demuestran que la expresión y secreción de 

TSP-1 es muy alta durante los primeros 5 DIV; sin embargo, a partir de los 10 DIV 

empieza a disminuir hasta 30% la expresión y un 90% su secreción. El presente 

trabajo muestra que la secreción y síntesis de ésta proteína se restringe a los 

primeros días de vida del cultivo, desapareciendo casi completamente a los 10-15 

DIV, y que ésta disminución coincide con el incremento de la expresión del 

marcador de envejecimiento astrocítico GFAP. Estas observaciones son 

consistentes con las realizadas en tejido de roedores, donde la expresión de TSP-

1 se eleva en los primeros días postnatales y disminuye en el cerebro adulto 
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(Iruela-Arispe et al., 1993; Christopherson et al., 2005). Sin embargo se desconoce 

el mecanismo por el cual disminuye la TSP-1 durante el envejecimiento. 

Recientemente, en un estudio realizado por Chen et al. (2011), se determinó que 

la acumulación de estrés oxidativo es capaz de reducir la cantidad de TSP-1 

mRNA y proteína en cultivos de astrocitos. En otro estudio Rama et al. (2013), 

utilizando un modelo in vitro similar al de este trabajo, se reportó una disminución 

en la secreción de TSP-1 por los astrocitos, después del tratamiento del cultivo 

con el péptido beta amiloide (Aβ1-42), misma que pudo atenuarse al tratar los 

cultivos con agentes antioxidantes, lo que sugiere fuertemente una relación entre 

el estrés oxidativo y la incapacidad de los astrocitos para sintetizar y secretar TSP-

1. 

 El estrés oxidativo celular es un fenómeno en el cual el equilibrio que existe 

entre especies con radicales libres y los sistemas que las contrarrestan se pierde 

(Halliwell, 2007). Existen reportes que indican que en las personas de edad 

avanzada el nivel de enzimas antioxidantes como las superóxido dismutasa (SOD) 

y la glutatión peroxidasa (GPx) se encuentra disminuido (Rodríguez y Céspedes 

1997). En concordancia con estos estudios se ha demostrado también que en 

cultivos de astrocitos envejecidos sucede una elevada producción de especies 

reactivas de oxígeno (ROS) que es subsecuente a la pérdida de su capacidad de 

defensa antioxidante, y que tiene como resultado alteraciones metabólicas y 

déficits energéticos que impactan negativamente en la función neuronal (Pertrusa 

et al., 2007); Adicionalmente, se sabe que los astrocitos SD presentan déficits 

metabólicos que podrían exacerbar el estrés oxidativo (Helguera et al., 2013). Por 

otra parte, la proteína β–amiloide sobre expresada en cerebros EA y SD, es capaz 

de inducir la producción de estrés oxidativo, posiblemente mediante la producción 

excesiva de superóxido (Butterfield, 2002). Nosotros previamente hemos 

observado una disminución importante de TSP-1 en los cerebros de personas con 

síndrome de Down (García et al., 2010), esta condición podría asociarse a nivel 

molecular con el desarrollo de placas amiloides y el incremento en el estrés 

oxidativo (Lott y Head, 2001; Antonarakis et al., 2004; Webb y Murphy, 2011) y a 

nivel estructural con la alteración de la morfología de las espinas dendríticas y la 
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reducción en su densidad, lo que genera una neuropatología similar a la que 

ocurre durante el envejecimiento y que se traslapa considerablemente con la 

patología de la EA por vías de un envejecimiento prematuro (Lott y Head, 2001; 

Antonarakis et al., 2004; Webb y Murphy, 2011).  

Todo lo anterior sugiere que durante el envejecimiento normal o patológico 

(p.ej. en el envejecimiento con SD) los astrocitos pueden presentar diversas 

alteraciones metabólicas y pérdida de la capacidad de defensa antioxidante, que 

dirigen a déficits en la secreción de moléculas, entre ellas la TSP-1, lo que podría 

afectar el mantenimiento de las espinas dendríticas, contribuyendo a su vez al 

deterioro cognoscitivo observado durante el envejecimiento. Experimentos en 

progreso están siendo dirigidos para explorar la participación del estrés oxidativo 

en la disminución de TSP-1 durante el envejecimiento (Helguera et al., 2013). 

Consecutivo a los experimentos anteriores y con el fin de evaluar los posibles 

efectos de la disminución en la secreción de TSP-1 en la aparición de un marcador 

de espinas dendríticas, fue cuantificada la expresión de la drebrina en las 

neuronas que crecían encima de astrocitos envejecidos. Los resultados muestran 

que los niveles de drebrina disminuyen notablemente (75%). La drebrina es una 

proteína de unión y regulación de los filamentos de actina que se involucra en el 

desarrollo del SNC, la isoforma A se relaciona directamente con la maduración 

sináptica y se expresa de manera restringida en las neuronas y preferencialmente 

en la espinas dendríticas de las neuronas maduras (Aoki et al., 2005; Sekino et al., 

2007; Song et al., 2008) regulando su morfología y función (Takahashi et al., 2003; 

Mizui et al., 2005; Takahashi et al., 2006); además se ha reportado una 

disminución significativa de la drebrina en cerebros de pacientes con EA y SD 

(Shim y Lubec 2002). Se ha sugerido que la pérdida de esta proteína puede ser 

responsable de la pérdida de la plasticidad y de la morfología anómala de las 

espinas, mediada por una desorganización de la dinámica de los filamentos de 

actina en desordenes neurodegenerativos, causando afección de las funciones 

cognoscitivas (Shim y Lubec 2002; Kojima et al., 2010). El rearreglo del 

citoesqueleto de actina juega un rol determinante en la formación y 
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remodelamiento sináptico, y se ha visto ligado particularmente a la formación de 

las especializaciones post-sinápticas de las conexiones excitatorias (Svitkina et al., 

2010). 

 

Recientemente se identificó el receptor neuronal que media la sinaptogénesis 

inducida por trombospondina como el receptor a gabapentina α2δ-1, una 

subunidad accesoria de canales de calcio dependientes de voltaje (Eroglu, et al., 

2009). Se ha propuesto que la unión de la TSP-1 a su receptor en la membrana 

post-sináptica puede actuar como un “switch” para la iniciación de la formación de 

espinas dendríticas (Bolton y Eroglu, 2009), quizás mediante el control regulatorio 

de GTPasas de la familia Rho y la activación de vías de transducción de señales 

que finaliza en el reclutamiento de proteínas de andamiaje y adhesión, que traen 

como consecuencia la reorganización del citoesqueleto en las espinas (Tashiro y 

Yuste, 2004) aunque el mecanismo exacto se desconoce. Coincidente con lo 

anterior, Rama et al., (2013), demostraron que una disminución en la secreción de 

TSP-1 por los astroctios produce una pérdida notoria de un marcador post 

sináptico universal: la PSD-95 (proteína de andamiaje) y de un marcador pre-

sinaptico: sinaptofisina. Nuestros resultados apoyan esta idea y sugieren que 

durante el envejecimiento, la pérdida de marcadores de las espinas dendríticas y 

sinapsis es un evento ubicuo relacionado con la pérdida de factores que regulan 

su aparición, como lo es la TSP-1. 

Nosotros previamente demostramos que el cerebro es una fuente importante 

de TSP-1 (García et al., 2010), por lo que cambios en los niveles de TSP-1 en el 

cerebro podrían verse reflejados en los niveles de TSP-1 medidos en sangre. Con 

el fin de investigar si los cambios de TSP-1 podrían ser detectados en sangre, se 

evaluaron las concentraciones de TSP-1 en suero de sujetos normales jóvenes, y 

viejos. Los resultados muestran que, de manera similar a los datos obtenidos en 

cultivo, las concentraciones de TSP-1 en suero disminuyen en los sujetos de 

mayor edad y, adicionalmente, hemos observado que personas con SD/EA 

tienden a disminuir los niveles de TSP-1 en suero (Hernández-Guzmán et al., 

2012) lo que sugiere que con el envejecimiento existe una pérdida global en los 
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niveles de TSP-1 que pueden ser medidos directamente en sangre y utilizados 

como un biomarcador del envejecimiento. El uso de un marcador de patología 

nerviosa en sangre, abriría la posibilidad a procedimientos de detección no 

invasiva al evaluar alteraciones asociadas a los cambios neuroanatómicos durante 

el envejecimiento normal y patológico. 

Estos resultados en conjunto, indican que durante el envejecimiento existen 

alteraciones metabólicas en los astrocitos que dirigen a la pérdida de la capacidad 

de síntesis y secreción de TSP-1 aunque estas alteraciones aún tienen un origen 

desconocido que espera ser revelado; más aún, dicha pérdida puede a su vez 

contribuir de manera importante a la pérdida de marcadores de espinas 

dendríticas como la drebrina. Esto podría ser indicativo de la pérdida de espinas 

dendríticas que, en un sistema vivo, podría producir las alteraciones en la función 

neuronal que se traslapan considerablemente con las de condiciones patológicas 

que dirigen a demencia o a disfunción intelectual, como la EA y la EA asociada al 

SD; aunque los mecanismos de acción aún esperan ser revelados. 
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10. Conclusión: 

 

Hasta el momento, debido a la complejidad que supone su estudio, no existe 

información exacta con respecto a los mecanismos por medio de los cuales 

proceden los cambios neuroanatómicos y funcionales observados durante el 

envejecimiento normal y patológico, por lo que se requiere de un mejor 

conocimiento sobre los mecanismos celulares implicados. Debido a que 

virtualmente cada uno de los aspectos del desarrollo y función del cerebro 

involucran una relación neurona-glía, y al hecho de que se ha propuesto que 

desde una perspectiva fisiológica el envejecimiento cerebral consiste en una 

pérdida progresiva de la reserva homeostática neuronal, sin que suceda muerte 

neuronal (Toescu y Verkhratsky, 2003); la respuesta a importantes preguntas 

acerca de la función tanto normal como patológica del cerebro puede también 

involucrar a la glía. Así mismo, el hecho de que los patrones de envejecimiento, se 

traslapen considerablemente con los de condiciones más severas que dirigen 

hacia la disfunción intelectual por demencia o el retraso mental como en el SD 

(Fiala et al., 2002), ha llevado a sugerir la existencia de mecanismos similares que 

perturban una vía común del desarrollo en el SNC (Kaufmann y Mosser, 2000; 

Fiala y Spaceck, 2002).  

 

Los resultados de este trabajo apoyan la hipótesis de que durante el 

envejecimiento normal existen alteraciones en la función astroglial capaces de 

afectar directamente la función neuronal al incidir sobre los mecanismos que 

permiten la formación y el mantenimiento de las espinas dendríticas; dichas 

alteraciones pueden estar directamente relacionadas con la acumulación de estrés 

oxidativo que a su vez interfiere con la capacidad de los astrocitos para secretar y 

sintetizar a la TSP-1. 

  

El incremento de GFAP, y la disminución de marcadores sinápticos como la 

drebrina así como la pérdida de la capacidad de síntesis y secreción de TSP-1 

durante el envejecimiento fisiológico de los astrocitos, podrían ser un sustrato 
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molecular común a las alteraciones cognoscitivas asociadas también a la 

patología, sin embargo es necesario profundizar en el mecanismo de acción. 

 

En este trabajo, se propone a la TSP-1 como un importante blanco molecular 

de estudio al evaluar las alteraciones asociadas a los cambios neuroanatómicos 

durante el envejecimiento normal y patológico. Deberán plantearse experimentos a 

futuro para evaluar la respuesta de secreción de la TSP-1 en los astrocitos ante 

diversos tipos de daño oxidativo, y determinar las posibles vías que alteran la 

síntesis y secreción del péptido. Adicionalmente se deben incrementar los estudios 

para determinar si los niveles de TSP-1 en suero pueden ser usados 

efectivamente como un biomarcador de envejecimiento y/o patología dendrítica, y 

si éstos a su vez, pueden utilizarse como índice de las alteraciones cognoscitivas 

asociadas. 

  

 

“Cada vez que miro al MICRO-scopio me encuentro un MACRO mundo” 

(DAHG) 

 

"He sido un hombre afortunado en la vida: nada me resultó fácil" 

(S.Freud) 

 

“La ciencia biológica […] es realmente un dominio de infinitas posibilidades,  

debemos esperar de ella los más sorprendentes esclarecimientos  

y no podemos adivinar que respuestas dará, dentro de algunos decenios, 

 a los problemas por nosotros planteados. Quizás sean dichas respuestas  

tales que echen por tierra nuestro artificial edificio de hipótesis”. 

(S.Freud) 
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