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1. RESUMEN

1.1 Objetivo del trabajo

Analizar la expresión de Rcan1-4 como “sensor” de la ruta 
Ca/CN/NFAT en respuesta a daño cerebral.

1.2 Material y Métodos

Se ha llevado a cabo en un modelo animal murino de daño 
cerebral más hipoxia del tejido mediante ligación de la 
Arteria Cerebral Media. Hipoxia de cultivos primarios de 
astrocitos “ex vivo”, mediante el uso de cámaras de hi-
poxia. El efecto de la expresión de Rcan1-4 se ha estu-
diado mediante la expresión exógena de esta proteína en 
cultivos primarios de astrocitos infectados con vectores 
adenovirales, en ensayos de cierrre de herida.

1.3 Resultados

La proteína Rcan1-4 se regula en los procesos de hipoxia 
del cerebro pero no en respuesta al daño cerebral produ-
cida por la cranectomía experimental. Hemos detectado la 
expresión endógena del Rcan1-4 en respuesta al daño 
cerebral más hipoxia de cerebro en tejido total, y en res-
puesta a hipoxia en cultivos primarios de astrocitos. Nues-
tros datos preliminares indican, que la expresión exógena 
de Rcan1-4 en astrocitos tiene un efecto en la movilidad 
de los astrocitos y en su capacidad para cerrar heridas 
producidas en una monocapa.

1.4 Conclusiones

Nuestros datos muestran que la hipoxia del tejido del ce-
rebro induce la expresión de Rcan1-4. Rcan1-4 es un re-
gulador de la calcineurina, y el papel de esta expresión 
está actualmente evaluándose.

1.5 Palabras clave

Hipoxia cerebral, astrocitos, Rcan1-4, calcineurina.

2. INTRODUCCIÓN

El daño cerebral es una lesión física o deterioro funcional 
del cerebro debido a un intercambio brusco de energía 
mecánica. La lesión cerebral más frecuente es el trauma-
tismo craneoencefálico (TCE). Esta definición incluye cau-
sas externas que pudiesen resultar en conmoción, contu-
sión, hemorragia o laceración del cerebro o del tronco del 
encéfalo hasta el nivel de la primera vértebra cervical.

Existen una serie de cascadas de señalización comu-
nes a los procesos post-traumáticos: disfunción de recep-
tores neuronales, efectos de los radicales libres, daño 
mediado por calcio y eventos inflamatorios. Una de las 
áreas de investigación más activas es el estudio de las 
señales de transducción mediadas por calcio. Desde el 

punto de vista bioquímico, en los proceso de daño cere-
bral se produce cambios iónicos importantes que desem-
bocan en una intensa despolarización de la membrana 
celular. De esta manera, se pone en marcha una cascada 
Ca2+- dependiente que originará la muerte celular. El au-
mento de calcio intracelular ([Ca2+]i) es un factor clave en 
los procesos que conducen al daño neuronal irreversible 
pero también en los procesos de rescate del tejido da-
ñado. La elevación del [Ca2+]i activa una serie de enzimas: 
quinasas, proteasas, endonucleasas, fosfatasas y sintasa 
del óxido nítrico (NOS) que regulan la expresión de cas-
cadas génicas que son responsables de la respuesta ce-
lular al daño cerebral (revisado (1) y referencias). Las prin-
cipales citoquinas que intervienen en la inflamación 
inducida por el daño cerebral son la interleuquina 1 (IL-1), 
el factor de necrosis tumoral (TNFα), y la interleuquina-6 
(IL-6). Así mismo, el gen de la ciclooxigenasa 2 (Cox-2) 
aumenta tras la lesión (2,3). Nuestros trabajos han mos-
trado que la producción de TNFα en células neurales y en 
cultivos primarios de neuronas está mediada por calcio 
(4). Además, resultados del laboratorio han mostrado que 
la producción de enzimas como la Cox-2, en cultivos pri-
marios de astrocitos de rata, es regulada por la calcio e 
inhibida por Ciclosporina A (CsA) (inhibidor de la Calci-
neurina (CN)) (1). Dilucidar las vías de señalización calcio-
dependiente en las células cerebrales implicadas y el co-
nocimiento de alteraciones del metabolismo celular es de 
sumo interés, con el fin de caracterizar nuevos fármacos 
que inhiban de forma más específica esta cadena de re-
acciones tempranas y permita una mejor recuperación 
funcional del tejido.

La glía y en especial los astrocitos, desempeñan un 
papel fundamental en el proceso de daño cerebral, tanto 
en el establecimiento de la lesión definitiva como en la 
reparación tisular (revisado en (5,6)). En situaciones fisio-
lógicas los astrocitos regulan la acción neurotransmisora 
del glutamato. Sin embargo, en situaciones de daño neu-
ronal, los astrocitos y la microglía, se han implicado en el 
desencadenamiento de la cascada pro-inflamatoria (revi-
sado en (7)). Cuando existe un daño del cerebro, las cé-
lulas gliales, fundamentalmente astrocitos, sufren un pro-
ceso de hipertrofia y proliferación conocido con el nombre 
de gliosis reactiva, que se ha relacionado con mecanis-
mos de neuroprotección y reparación de la lesión. Es sa-
bido también, que una astrogliosis excesiva puede ser 
devastador para la recuperación de tejido nervioso, de-
bido a la formación de la cicatriz glial y a la producción de 
la temida inflamación cerebral.

La Calcineurina (CN) es una fosfatasa dependiente de 
Ca2+ y Calmodulina que fue descubierta en tejido nervioso, 
es en este tejido en el que se encuentra en mayor abun-
dancia (8). Posteriormente, se ha descrito su presencia en 
la mayoría de los tejidos estudiados revisado en (9,10). En 
el cerebro, la CN se expresa primordialmente en neuronas 
y solamente de forma débil o inexistente en astrocitos (11). 
Sin embargo, se ha demostrado que tras el daño isqué-
mico, hay una regulación positiva de la subunidad A que 
es expresada en astrocitos activados (12). En el laborato-
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rio, hemos descrito que tanto la subunidad A como la B 
está presente en cultivos primarios de astrocitos (13). El 
papel de la CN ha sido extensivamente estudiado en cé-
lulas del sistema inmune, ya que es la diana de dos de las 
drogas inmunosupresoras más utilizadas en clínica: la Ci-
closporina A (CsA) y el FK506 (14). La CN en células T 
tiene un papel muy importante en la regulación de la fami-
lia de factores de transcripción NFAT (Nuclear Factor Ac-
tivated T cell) (revisado en (15,16)). Un trabajo reciente ha 
mostrado que la expresión de una Calcineurina constituti-
vamente activa en los astrocitos, tiene un papel regulador 
de la apoptosis neuronal en respuesta a estímulos pro-in-
flamatorios (17). Así mismo, se ha descrito que la CN con-
trola procesos fisiológicos como son: la regulación de la 
plasticidad sináptica en el hipocampo, el desarrollo del 
corazón y la diferenciación del músculo esquelético y car-
diaco entre otros (revisado en (9,18)).

Se ha comprobado que la ruta de señalización Ca2+/
CN/NFAT puede ser activada en el sistema nervioso cen-
tral (19-21). Además, la vía CN/NFAT es necesaria para el 
crecimiento axonal durante el desarrollo del ratón (22). La 
proteína Rcan1-4 es un regulador endógeno de la cas-
cada de señalización CN/NFAT (23). Nuestros resultados 
previos y de otros laboratorios, han mostrado que la pro-
teína Rcan1-4 es un “sensor” de la actividad de la ruta Ca/
CN/NFAT en distintos tipos celulares (13,24). En este es-
tudio hemos analizado la existencia de la expresión de la 
proteína Rcan1-4 en los procesos de daño cerebral, y 
hemos investigado el papel de la sobre-expresión de esta 
proteína en células astrogliales.

3. MATERIALES Y MÉTODOS

Cultivos celulares y reactivos. Los cultivos primarios de 
astrocitos se obtuvieron a partir de las cortezas cerebrales 
de ratas neonatas Wistar siguiendo protocolos ya descri-
tos y tal como se detalla en (13). A los 17-20 días, los 
cultivos fueron testados para analizar su pureza mediante 
análisis inmunohistoquímicos con el marcador celular para 
astrocitos: Glial Fibrilary Acidic Protein (GFAP). Todos los 
cultivos utilizados en este trabajo tienen una pureza de 
más del 98% de tinción positiva para el marcador GFAP. 
El ionóforo de Ca2+ A23187 (Calbiochem), Phorbol 
12-myristate 13- acetate (PMA) de Sigma y CsA de LC 
Laboratories (Woburn, MA).

Modelo de daño cerebral en rata. Todos los procedi-
miento animales fueron realizados siguiendo las leyes de 
la Comunidad Europea en esta materia (86/609/ECC) y los 
procedimiento han sido aprobados por el comité ético del 
Instituto de Salud Carlos III. Ratas macho Fischer de (275-
300g) fueron anestesiadas con isofluorano 1.5% en una 
mezcla de 70% nitrógeno/30% oxígeno. El procedimiento 
quirúrgico consiste en la realización de una pequeña cra-
niectomía con la utilización de un taladro de dentista, 
sobre la región del tronco de la arteria cerebral media 
(MCA en inglés), por encima de la fisura rinal. En aquellos 
animales en los que se provocó una isquemia del tejido 

adicional la MCA fue expuesta y ocluida mediante ligación 
con sutura 7-0 durante los tiempos indicados en cada 
caso. La oclusión fue realizada justo antes de la bifurca-
ción entre las ramas parietal y frontal de la MCA. La arteria 
femoral fue canulada para la monitorización continuada de 
la presión arterial y se obtuvieron muestras de sangre para 
el análisis del pH, gases y glucosa. La temperatura de los 
animales se mantuvo a 36,5±0.5ºC durante todo el proce-
dimiento. La interrupción del flujo sanguíneo fue confir-
mada en la lupa. Para la obtención de ARN y proteínas, el 
tejido procedente de la corteza cerebral de las zonas da-
ñada después de 4 horas de la craniectomía, sometidas a 
isquemia (I) y sus respectivos contralaterales (C), fueron 
disecadas y congeladas rápidamente hasta su uso.

Modelo celular de hipoxia in vitro. Cultivos confluentes 
de astrocitos primarios se incubaron en una cámara de 
hipoxia (COY Laboraroty products) con un nivel de oxí-
geno del 3% durante distintos tiempos (desde 30min a 4 
horas). La lisis celular se realizó dentro de la cámara.

Lisis celular y análisis por Western. La obtención de 
extractos celulares totales procedentes de cultivos prima-
rios fue realizada como se describe en (13). Cuando se 
utilizó tejido, las zonas cerebrales disecadas se homoge-
nizaron en un buffer hipertónico como en el caso anterior. 
Las proteínas de los lisados (50-100µg) se separaron en 
SDS-PAGE y posteriormente fueron transferidas a mem-
branas de nitrocelulosa como se describe en (25). Se uti-
lizaron los siguiente anticuerpos: anti-α tubulina (Sigma), 
monoclonal Rcan1-4 descrito en (24), polyclonal anti-
NFATc3 (Sta Cruz). Todos los anticuerpos fueron utilizados 
a una dilución 1:1000, con excepción del anti-α tubulina, 
que se diluyó 1:40 000.

Aislamiento de ARN, transcripción reversa y análisis 

de PCR en tiempo real. El ARN total procedente de los 
cultivos primarios se obtuvo como en (13), siguiendo los 
mismos pasos en el caso de tejidos del cerebro. El pro-
cedimiento para determinar la expresión diferencial de los 
genes por RT-PCR como en (13). Los transcritos específi-
cos para los distintos genes fueron analizados mediante la 
tecnología TaqMan, siguiendo los protocolos recomenda-
dos por Applied Biosystems. El transcrito del ARNr 18S fue 
utilizado como control endógeno para normalizar la canti-
dad de ARN entre todas las muestras. La cantidad de 
ARNm diana fue estimada siguiendo el método de cuanti-
ficación relativa 2-��CT descrito por (26). Se calcularon las 
relaciones entre los ARNm de las células estimuladas 
frente a las células controles no estimuladas. Los valores 
se representan como la media±D.S. de triplicados de un 
experimento representativo a partir de un mínimo de tres 
experimentos independientes.

Infecciones Adenovirales de astrocitos. Los vectores 
adenovirales utilizados en este trabajo han sido descritos 
anteriormente (24). Estos vectores fueron producidos y uti-
lizados siguiendo protocolos estándares, la expresión de 
proteínas exógenas fue monitorizada mediante Western 

blot.
Citometría de flujo y análisis de ciclo celular. Tras los 

tratamientos las células se tripsinizaron y recogieron in-
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cluidos los sobrenadantes. Un millón de células se resus-
pendieron en 0.25% de paraformaldehido (PFA) en PBS 
durante 20 minutos, tras lavarlas se fijaron en etanol al 
70% a -20ºC. Posteriormente se incubaron 30 minutos en 
oscuridad con PBS al que se le añadió yoduro de propicio 
al 0.003% (Sigma Aldrich) y RNAsa 100�g/ml (Sigma 
Aldrich) para degradar el RNA de las células. A contin-
uación se analizaron en el citómetro (Cyan MLE Dako Cy-
tomation).

Análisis de ensayo de cierre de herida “in vitro” 

(Wound Healing).

Los astrocitos primarios se crecieron hasta confluen-
cia en placas de 6 pocillos. Las incisiones se realizaron 
con una punta de micropipeta de menos de 1 mm de 
grosor. El cierre de herida se monitorizó por videomicro-
scopia, tomando imágenes en campo claro a intervalos de 
6 horas durante 72 horas, en un microscopio Nikon (Wide-

field) al que se le ha acoplado una cámara para mantener 
la temperatura y la concentración de CO2 adecuada para 
las células. El área migrada fue calculada restando el área 
de los bordes de la incisión a los distintos tiempos del área 
inicial medida a tiempo 0. Estos análisis estadísticos se 
están llevando a cabo actualmente.

4. RESULTADOS

El objetivo de nuestro trabajo ha sido estudiar si la vía de 
activación calcio/ Calcineurina/NFAT (Ca/CN/NFAT) es ac-
tivada en los procesos de daño cerebral. Para ello, hemos 
analizado la expresión de la proteína Rcan1-4 (Regulador 
de Calcineurina), que nuestro grupo y otros habían dem-
ostrado previamente es un buen “sensor” de la actividad 
de la ruta en diferentes tipos celulares. Utilizando el mod-
elo de daño cerebral en rata (ver métodos), se recogieron 
muestras de tejido de la corteza cerebral tanto las zonas 
en donde se había llevado a cabo la craniectomía (ipsilat-
eral, I, carril 1), como en la zona contraria del cerebro 
donde no se había producido el daño, que fue utilizada 
como control (contralateral, C). En las muestras en las que 

después de la craniectomía se llevo a cabo la isquemia 
del tejido a distintos tiempos, se observó un aumento en 
la expresión endógena de Rcan1-4 en la zona ipsilateral 
(I) al daño, comparada con la zona contralateral (C) del 
mismo animal. Las proteínas totales de los tejidos cereb-
rales de ambas zonas, C e I, fueron obtenidos a distintos 
tiempos y analizados mediante la técnica de Western blot 

utilizando anticuerpos específicos para Rcan1-4. Como 
control de carga se utilizó la α-tubulina. Hemos podido 
comprobar que Rcan1-4, el sensor de la vía Ca/CN/NFAT, 
se expresa a nivel de proteína en el tejido cerebral 
sometido a hipoxia (Fig. 1, carriles 3, 5 y 7) pero no en el 
contralateral (Fig. 1, carriles 2, 4 y 6). En aquellos cerebros 
en donde se ha producido sólo la craniectomía no se ob-
servó ningún aumento significativo de la expresión de la 
proteína Rcan1-4, tanto en la zona contralateral (datos no 
mostrados) como en la zona ipsilateral después de 4 horas 
tras el daño cerebral (Fig. 1, carril1).

En el laboratorio hemos mimetizando experimental-
mente in vitro la hipoxia que se produce en el tejido tras 
un daño. Para ello, los astrocitos primarios de rata fueron 
sometidos a distintos tiempos de hipoxia que variaron 
entre 30 minutos y 4 horas. La expresión endógena de la 
proteína Rcan1-4 fue analizada mediante la técnica de 
Western blot. Los aumentos en la expresión de los niveles 
de Rcan1-4 fue muy temprana, observándose en los 
primeros 30 minutos después de la hipoxia. Como control 
positivo de la estimulación de la vía Ca/CN/NFAT se utilizó 
la estimulación farmacológica con esteres de forbol como 
el PMA combinado con ionóforo de calcio (PIo), esta com-
binación ha sido descrita (13) como un activador muy po-
tente de la ruta tal y como se observa en la Fig. 2, carril 6. 
La respuesta a hipoxia es transitoria, ya que después de 
6 horas de hipoxia los niveles de Rcan1-4 decaen después 
de las dos horas de hipoxia (Fig. 2, carril 4 y 5). Esta dis-
minución en la expresión de la proteína Rcan1-4 es pa-
ralela a la re-fosforilación del factor de transcripción 
NFATc3 (datos no mostrados). El aumento de la expresión 
de Rcan1-4 por hipoxia en astrocitos es observada a nivel 
de transcirpcional, ya que se observa una acumulación 

Fig. 1. Expresión de la proteína Rcan1-4 en el modelo de daño cerebral “in vivo”. La expresión de la proteína endógena Rcan1-4 mediante la 
técnica de inmunoblot con anticuerpos específicos para Rcan1-4 y utilizando α-tubulina como control de carga. Las proteínas fueron obtenidas 
de la zona dañada por la craniectomía, ipsilateral (I) y de la zona correspondiente en el otro hemisferio cerebral, contralateral (C). Las muestras 
fueron recogidas 4 horas después de la craniectomía (carril 1), o muestras en las que además de la craniectomía se le había practicado la liga-
ción de la arteria cerebral media (MCA). En los casos en los que la oclusión fue llevada a cabo, se recogieron a las 1, 2 y 4 horas después de 
la ligación. (n=3, cada grupo). La misma cantidad de proteína (100�g) fue analizada mediante inmunoblot. Las membranas son representativas 
de tres experimentos independientes.
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del ARN mensajero específico de Rcan1-4 temprana, 30 
minutos después de la hipoxia (Fig. 2B).

Una vez que hemos comprobado que en el tejido cer-
ebral en hipoxia tiene lugar una acumulación de la proteína 
Rcan1-4 (Fig. 1) y que esta acumulación parece ser produ-
cida en parte por las células gliales en respuesta a hipoxia 
(Fig. 2), nos preguntamos cual es el papel de la acumu-
lación de Rcan1-4 en estas células. Para estudiar este 
fenómeno, hemos puesto a punto la infección de cultivos 
celulares primarios de astrocitos de rata con vectores ad-
enovirales. Estos vectores codifican bi-cistronicamente las 
proteínas Rcan1-4 humana y la proteína fluorescente GFP 
(Ad GFP + Rcan1-4) (24). Como control se utilizó un vector 
adenoviral que expresa la proteína GFP sólo (Ad GFP). La 
eficiencia de transducción fue analizada por análisis de 
FACS (Flow Activated Cell Sorting) (datos no mostrados) y 
por microscopia de fluorescencia de las células GFP posi-
tivas (Fig. 3A). Mediante ambas técnicas el número de 
células que expresan el gen exógeno fue mayor del 80% 
en todos los casos analizados. Así mismo, se analizaron los 
niveles de sobre-expresión de Rcan1-4 transducido en 
estas células mediante Western blot (Fig. 3B). La expresión 
de la proteína Rcan1-4 exógena es semejante a la obtenida 
mediante el tratamiento farmacológico de los astrocitos con 
ésteres de forbol (PMA), más el ionóforo de calcio (Io), 

(PIo). Como era de esperar, la expresión exógena de 
Rcan1-4 no fue inhibida por el inhibidor de Calcineurina, 
Ciclosporina A (CsA), pero sí la expresión endógena pro-
ducida por el tratamiento con PIo.

El siguiente paso ha sido el estudio del efecto sobre 
el ciclo celular de la sobreexpresión de esta proteína en 
células gliales, analizado por FACS. Las células gliales 
que expresan la proteína Rcan1-4 de forma constitutiva no 
presentaron mayor susceptibilidad a morir. Analizamos 
células no infectadas y células infectadas con el adeno 
control que sólo expresa GFP, en comparación con célu-
las que expresan las proteínas GFP más Rcan1-4. No ex-
isten diferencias entre ambas poblaciones ni en el recuento 
de células ni en las medidas sucesivas de ciclo celular 
(Fig. 4B).

Una de las causas de lesión más frecuentes que pro-
ducen daño cerebral es el ocasionado por trauma mecá-
nico. Para mimetizar este modelo de daño mecánico en el 
laboratorio, hemos puesto a punto un modelos de cierre 
de herida ó “Wound healing”. Cultivos celulares de astro-
citos primarios fueron mantenidos en placas de cultivo 
hasta que llegan a confluencia. En estas condiciones, se 
realiza una herida en la monocapa con la ayuda de una 
punta de cultivo estéril (Fig. 4A). El cierre de la herida fue 
monitorizado por video microscopia. Las imágenes mues-

Fig. 2. La retirada de oxígeno induce la expresión de la proteína y el ARNm de Rcan1-4 en cultivos primarios de astrocitos. (A), Inmunoblots 
mostrando los niveles de Rcan1-4 endógeno, con expresión de α-tubulina como control de carga. Astrocitos primarios corticales de rata se 
dejaron sin estimular (ns, carril 1) o se sometieron a retirada de oxígeno (3% Hpx) durante distintos tiempos: 30´ a 4 h (carril 2 al 5). Células 
tratadas con PMA más ionóforo de calcio (PIo), fueron utilizadas como control positivo. (B), Cultivos primarios de astrocitos de ratón fueron tra-
tados de manera paralela a como se ha descrito en (A). La cuantificación relativa del ARN mensajero específico para Rcan1-4 se realizó mediante 
TaqMan RT-PCR como se describe en Métodos. El ARNm específico de Rcan1-4 se cuantificó en unidades arbitrarias normalizadas a la expre-
sión del gen 18 S rRNA. Los datos son expresados como cuantificación relativa comparada con las células control no tratadas (ns), a las cuales 
se le asignó un valor de 1. Los resultados mostrados son representativos de un mínimo de 3 realizados, y los valores son la media±DS de tripli-
cados de determinaciones RT-PCR para cada condición. * P < 0.05 (ANOVA) versus ns.
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tran una herida representativa de astrocitos que expresan 
la proteína GFP (Ad GFP) versus aquellos que expresan la 
proteína GFP más la proteína exógena Rcan1-4 (Ad 
GFP+Rcan1-4). Se muestra los fotogramas de los cultivos 

a tiempo 0 (0h), y una vez transcurridos 72 horas. Se ana-
lizaron 5 campos aleatorios y se observó una diferencia 
significativa en la velocidad de cierre de las heridas que 
estamos actualmente analizando.

Fig. 3. Expresión exógena de la proteína Rcan1-4 en astrocitos primarios de rata. Los astrocitos fueron infectados con vectores adenovirales que 
codifican para la proteína verde fluorescente GFP (Ad GFP), como control y virus que codifican para la expresión de GFP y Rcan1-4. Después 
de 48 horas, ambos tipos celulares fueron dejados hasta quiescencia y no estimuladas (ns), ó estimuladas con PMA más Io (PIo) durante 4 ó 8 
h. (A), Análisis de fluorescencia de la proteína GFP. (B) Los Inmunoblots muestran la expresión de Rcan1-4 endógena frente a la exógena en 
cada tipo celular. Como control de carga se utilizó la α-tubulina.

Fig. 4. La migración direccional parece estar inhibida por la sobre-expresión de la proteína Rcan1-4 en astrocitos primarios. (A) Imágenes por 
video-microscopía del cierre de la herida en una monocapa de astrocitos primarios. Las imágenes muestras una herida representativa de astro-
citos que expresan la proteína GFP (Ad GFP) sola o junto con la proteína exógena Rcan1-4 (Ad GFP+Rcan1-4). Se muestra los fotogramas de 
los cultivos a tiempo 0 (0h), y una vez transcurridos 72 horas. (B) Análisis por citometría de astrocitos transducidos con GFP (Ad GFP) ó con 
GFP más Rcan1-4 (Ad GFP+Rcan1-4). Las células fueron incubadas en presencia de ioduro de propidio, y el análisis del ciclo celular fue llevado 
a cabo mediante citometría de flujo.
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5. DISCUSIÓN

En este trabajo hemos descrito que las células astrogliales 
expresan la proteína Rcan1-4, un regulador endógeno de 
la fosfatasa CN, en respuesta a la hipoxia que puede 
darse tras un daño cerebral, aunque no parece que esté 
activada por la respuesta inflamatoria que acontece des-
pués del daño mecánico (Fig. 1). Los astrocitos son capa-
ces de producir factores como el VEGF, expresan distintas 
citoquinas y linfoquinas reguladoras del proceso inflama-
torio del tejido, así como enzimas como la ciclooxigenasa 
2 (Cox-2). Las principales citoquinas que intervienen en la 
inflamación producida por el daño cerebral son la interleu-
quina 1 (IL-1), el factor de necrosis tumoral (TNFα), y la 
interleuquina-6 (IL-6). Así mismo, el gen de la ciclooxige-
nasa 2 (Cox-2) aumenta tras la lesión (2,3). Nuestros tra-
bajos han mostrado que la producción de TNFα en células 
neurales y en cultivos primarios de neuronas está mediada 
por calcio (4). Además, resultados del laboratorio han 
mostrado que en cultivos primarios de astrocitos de rata, 
la producción de enzimas como la Cox-2, es regulada por 
calcio e inhibidos por Ciclosporina A (CsA) (inhibidor de la 
CN) (17).

En estos momentos estamos llevando a cabo los ex-
perimentos para dilucidar si la sobre-expresión de la pro-

teína Rcan1-4 tiene algún papel en la migración de las 
células gliales, y por lo tanto pueden cerrar la herida de 
una manera más ó menos eficiente. Aunque los resultados 
que tenemos son preliminares, parece ser que la sobre-
expresión de Rcan1-4 en cultivos primarios de astrocitos 
impide la migración de estos, y retrasa el cierre de las 
heridas. Estudios más detallados a este respecto son ne-
cesarios para entender cual es el significado de este feno-
tipo en el modelo de daño mecánico cerebral. Estos estu-
dios nos ayudarán a conocer si el papel de Rcan1-4 es 
capaz de mejorar o empeorar el resultado final después 
del daño traumático, y por lo tanto, si sería conveniente 
suprimir ó por el contrario potenciar, la expresión de esta 
vía, y por extensión la vía CN/NFAT.

Es por ello, que dilucidar las vías de señalización en 
las células nerviosas implicadas y el conocimiento de al-
teraciones del metabolismo celular es de sumo interés, 
puesto que permite desarrollar fármacos que inhiban de 
forma más específica esta cadena de reacciones tempra-
nas y permita una mejor recuperación funcional del tejido. 
En estos momentos estamos investigando cual es el papel 
en el establecimiento de la lesión en animales knock out 
para Rcan1, así como el posible papel de la eliminación y 
sobreexpresión de esta proteína en el proceso de daño 
cerebral.
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