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1. RESUMEN

1.1 Objetivo del trabajo

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

1.2 Material y Métodos

Se ha llevado a cabo en un modelo animal murino de dafio
cerebral mas hipoxia del tejido mediante ligacion de la
Arteria Cerebral Media. Hipoxia de cultivos primarios de
astrocitos “ex vivo”, mediante el uso de camaras de hi-
poxia. El efecto de la expresion de Rcan1-4 se ha estu-
diado mediante la expresion exdégena de esta proteina en
cultivos primarios de astrocitos infectados con vectores
adenovirales, en ensayos de cierrre de herida.

1.3 Resultados

La proteina Rcan1-4 se regula en los procesos de hipoxia
del cerebro pero no en respuesta al dafio cerebral produ-
cida por la cranectomia experimental. Hemos detectado la
expresion endogena del Rcan1-4 en respuesta al dano
cerebral mas hipoxia de cerebro en tejido total, y en res-
puesta a hipoxia en cultivos primarios de astrocitos. Nues-
tros datos preliminares indican, que la expresion exdgena
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 expresion de Rcan1-4. Rcan1-4 es un re-
gulador de la calcineurina, y el papel de esta expresion
esta actualmente evaluandose.

1.5 Palabras clave

Hipoxia cerebral, astrocitos, Rcan1-4, calcineurina.

2. INTRODUCCION

El dafno cerebral es una lesion fisica o deterioro funcional
del cerebro debido a un intercambio brusco de energia
mecanica. La lesion cerebral mas frecuente es el trauma-
tismo craneoencefalico (TCE). Esta definicion incluye cau-
sas externas que pudiesen resultar en conmocion, contu-
sion, hemorragia o laceracion del cerebro o del tronco del
encéfalo hasta el nivel de la primera vértebra cervical.
Existen una serie de cascadas de sefnalizacion comu-
nes a los procesos post-traumaticos: disfuncion de recep-
tores neuronales, efectos de los radicales libres, dano
mediado por calcio y eventos inflamatorios. Una de las
areas de investigacion mas activas es el estudio de las
sefales de transduccion mediadas por calcio. Desde el

punto de vista bioquimico, en los proceso de dafio cere-
bral se produce cambios i6nicos importantes que desem-
bocan en una intensa despolarizacion de la membrana
celular. De esta manera, se pone en marcha una cascada
Ca?*- dependiente que originara la muerte celular. El au-
mento de calcio intracelular ([Ca?*],) es un factor clave en
los procesos que conducen al dano neuronal irreversible
pero también en los procesos de rescate del tejido da-
fado. La elevacion del [Ca®*], activa una serie de enzimas:
quinasas, proteasas, endonucleasas, fosfatasas y sintasa
del 6xido nitrico (NOS) que regulan la expresion de cas-
cadas génicas gue son responsables de la respuesta ce-
lular al dafo cerebral (revisado (1) y referencias). Las prin-
cipales citoquinas que intervienen en la inflamacion
inducida por el dafio cerebral son la interleuquina 1 (IL-1),
el factor de necrosis tumoral (TNFa), y la interleuquina-6
(IL-6). Asi mismo, el gen de la ciclooxigenasa 2 (Cox-2)
aumenta tras la lesion (2,3). Nuestros trabajos han mos-
trado que la produccion de TNFo en células neurales y en
cultivos primarios de neuronas esta mediada por calcio
(4). Ademas, resultados del laboratorio han mostrado que
la produccion 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 vias de sefnalizacion 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 farmacos
que inhiban de forma mas especifica esta cadena de re-
acciones tempranas y permita una mejor recuperacion
funcional del tejido.

La glia y en especial los astrocitos, desempefian un
papel fundamental en el proceso de dafo cerebral, tanto
en el establecimiento de la lesion definitiva como en la
reparacion tisular (revisado en (5,6)). En situaciones fisio-
lbgicas los astrocitos regulan la accion neurotransmisora
del glutamato. Sin embargo, en situaciones de dafio neu-
ronal, los astrocitos y la microglia, se han implicado en el
desencadenamiento de la cascada pro-inflamatoria (revi-
sado en (7)). Cuando existe un dafio del cerebro, las cé-
lulas gliales, fundamentalmente astrocitos, sufren un pro-
ceso de hipertrofia y proliferacion conocido con el nombre
de gliosis reactiva, que se ha relacionado con mecanis-
mos de neuroproteccion y reparacion de la lesion. Es sa-
bido también, que una astrogliosis excesiva puede ser
devastador para la recuperacion de tejido nervioso, de-
bido a la formacion de la cicatriz glial y a la produccion de
la temida inflamacion cerebral.

La Calcineurina (CN) es una fosfatasa dependiente de
Ca?"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 mayoria 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 dafo isqué-
mico, hay una regulacion 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
esta 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 mas utilizadas en clinica: la Ci-
closporina A (CsA) y el FK506 (14). La CN en células T
tiene un papel muy importante en la regulacion de la fami-
lia de factores de transcripcion NFAT (Nuclear Factor Ac-
tivated T cell) (revisado en (15,16)). Un trabajo reciente ha
mostrado que la expresion de una Calcineurina constituti-
vamente activa en los astrocitos, tiene un papel regulador
de la apoptosis neuronal en respuesta a estimulos pro-in-
flamatorios (17). Asi mismo, se ha descrito que la CN con-
trola procesos fisiolégicos como son: la regulacion de la
plasticidad sinaptica en el hipocampo, el desarrollo del
corazon y la diferenciacion del musculo esquelético y car-
diaco entre otros (revisado en (9,18)).

Se ha comprobado que la ruta de sefalizacion Ca?*/
CN/NFAT puede ser activada en el sistema nervioso cen-
tral (19-21). Ademas, la via CN/NFAT es necesaria para €l
crecimiento axonal durante el desarrollo del raton (22). La
proteina Rcan1-4 es un regulador endégeno de la cas-
cada de senalizacion CN/NFAT (23). Nuestros resultados
previos y de otros laboratorios, han mostrado que la pro-
teina 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 expresion de la
proteina Rcan1-4 en los procesos de dafno cerebral, y
hemos investigado el papel de la sobre-expresion de esta
proteina en células astrogliales.

3. MATERIALES Y METODOS

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 dias, los
cultivos fueron testados para analizar su pureza mediante
analisis inmunohistoquimicos con el marcador celular para
astrocitos: Glial Fibrilary Acidic Protein (GFAP). Todos los
cultivos utilizados en este trabajo tienen una pureza de
mas del 98% de tincion positiva para el marcador GFAP.
El ionoforo de Ca?" A23187 (Calbiochem), Phorbol
12-myristate 13- acetate (PMA) de Sigma y CsA de LC
Laboratories (Woburn, MA).

Modelo de dafio 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 Ill. Ratas macho Fischer de (275-
300g) fueron anestesiadas con isofluorano 1.5% en una
mezcla de 70% nitrdgeno/30% oxigeno. El procedimiento
quirurgico consiste en la realizacion de una pequena cra-
niectomia con la utilizacion de un taladro de dentista,
sobre la regién del tronco de la arteria cerebral media
(MCA en inglés), por encima de la fisura rinal. En aquellos
animales en los que se provoco una isquemia del tejido

adicional la MCA fue expuesta y ocluida mediante ligacion
con sutura 7-0 durante los tiempos indicados en cada
caso. La oclusion fue realizada justo antes de la bifurca-
cion entre las ramas parietal y frontal de la MCA. La arteria
femoral fue canulada para la monitorizacion continuada de
la presion arterial y se obtuvieron muestras de sangre para
el analisis del pH, gases y glucosa. La temperatura de los
animales se mantuvo a 36,5+0.5°C durante todo el proce-
dimiento. La interrupcion del flujo sanguineo fue confir-
mada en la lupa. Para la obtencion de ARN y proteinas, el
tejido procedente de la corteza cerebral de las zonas da-
fAada después de 4 horas de la craniectomia, sometidas a
isquemia (I) y sus respectivos contralaterales (C), fueron
disecadas y congeladas rapidamente hasta su uso.

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

Lisis celular y analisis por Western. La obtencion de
extractos celulares totales procedentes de cultivos prima-
rios fue realizada como se describe en (13). Cuando se
utilizo tejido, las zonas cerebrales disecadas se homoge-
nizaron en un buffer hipertonico como en el caso anterior.
Las proteinas de los lisados (50-100ug) se separaron en
SDS-PAGE vy posteriormente fueron transferidas a mem-
branas de nitrocelulosa como se describe en (25). Se uti-
lizaron los siguiente anticuerpos: anti-o. tubulina (Sigma),
monoclonal Rcan1-4 descrito en (24), polyclonal anti-
NFATc3 (Sta Cruz). Todos los anticuerpos fueron utilizados
a una dilucion 1:1000, con excepcion del anti-o tubulina,
que se diluyd 1:40 000.

Aislamiento de ARN, transcripcion reversa y analisis
de PCR en tiempo real. EI 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 expresion diferencial de los
genes por RT-PCR como en (13). Los transcritos especifi-
cos para los distintos genes fueron analizados mediante la
tecnologia TagMan, siguiendo los protocolos recomenda-
dos por Applied Biosystems. El transcrito del ARNr 18S fue
utilizado como control enddgeno para normalizar la canti-
dad de ARN entre todas las muestras. La cantidad de
ARNm diana fue estimada siguiendo el método de cuanti-
ficacion relativa 2-/-¢7 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 mediatD.S. de triplicados de un
experimento representativo a partir de un minimo 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 estandares, la expresion de
proteinas exdgenas fue monitorizada mediante Western
blot.

Citometria de flujo y analisis de ciclo celular. Tras los
tratamientos las células se tripsinizaron y recogieron in-
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cluidos los sobrenadantes. Un millon 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 -20°C. Posteriormente se incubaron 30 minutos en
oscuridad con PBS al que se le afiadié yoduro de propicio
al 0.003% (Sigma Aldrich) y RNAsa 100C1g/ml (Sigma
Aldrich) para degradar el RNA de las células. A contin-
uacion se analizaron en el citémetro (Cyan MLE Dako Cy-
tomation).

Analisis 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 monitorizd por videomicro-
scopia, tomando imagenes en campo claro a intervalos de
6 horas durante 72 horas, en un microscopio Nikon (Wide-
field) al que se le ha acoplado una camara para mantener
la temperatura y la concentracion de CO, adecuada para
las células. El area migrada fue calculada restando el area
de los bordes de la incision a los distintos tiempos del area
inicial medida a tiempo 0. Estos analisis estadisticos se
estan llevando a cabo actualmente.

4. RESULTADOS

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

después de la craniectomia se llevo a cabo la isquemia
del tejido a distintos tiempos, se observd un aumento en
la expresion endogena de Rcan1-4 en la zona ipsilateral
() al daho, comparada con la zona contralateral (C) del
mismo animal. Las proteinas totales de los tejidos cereb-
rales de ambas zonas, C e |, fueron obtenidos a distintos
tiempos y analizados mediante la técnica de Western blot
utilizando anticuerpos especificos para Rcan1-4. Como
control de carga se utilizo la o-tubulina. Hemos podido
comprobar que Rcan1-4, el sensor de la via Ca/CN/NFAT,
se expresa a nivel de proteina en el tejido cerebral
sometido a hipoxia (Fig. 1, carriles 3, 5y 7) pero no en el
contralateral (Fig. 1, carriles 2, 4 y 6). En aquellos cerebros
en donde se ha producido solo la craniectomia no se ob-
servé ningun aumento significativo de la expresion de la
proteina Rcan1-4, tanto en la zona contralateral (datos no
mostrados) como en la zona ipsilateral después de 4 horas
tras el dano cerebral (Fig. 1, carril1).

En el laboratorio hemos mimetizando experimental-
mente in vitro la hipoxia que se produce en el tejido tras
un dafio. Para ello, los astrocitos primarios de rata fueron
sometidos a distintos tiempos de hipoxia que variaron
entre 30 minutos y 4 horas. La expresion endogena de la
proteina Rcan1-4 fue analizada mediante la técnica de
Western blot. Los aumentos en la expresion de los niveles
de Rcan1-4 fue muy temprana, observandose en los
primeros 30 minutos después de la hipoxia. Como control
positivo de la estimulacion de la via Ca/CN/NFAT se utilizd
la estimulacion farmacolégica con esteres de forbol como
el PMA combinado con ionéforo de calcio (Plo), esta com-
binacion 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-
minucion en la expresion de la proteina Rcan1-4 es pa-
ralela a la re-fosforilacion del factor de transcripcion
NFATc3 (datos no mostrados). El aumento de la expresion
de Rcan1-4 por hipoxia en astrocitos es observada a nivel
de transcirpcional, ya que se observa una acumulacion

Hipoxia cerebral

4h 1h 2h

4h

I Cc I Cc

Cc I

- """. ‘&3 “ - - “Rcan1_4

[ s e (T U D UlINA

1 2 3 4 5 6 7

Fig. 1. Expresion de la proteina Rcan1-4 en el modelo de dafio cerebral “in vivo”. La expresion de la proteina endégena Rcan1-4 mediante la
técnica de inmunoblot con anticuerpos especificos para Rcan1-4 y utilizando a-tubulina como control de carga. Las proteinas fueron obtenidas
de la zona dafiada por la craniectomia, ipsilateral (I) y de la zona correspondiente en el otro hemisferio cerebral, contralateral (C). Las muestras
fueron recogidas 4 horas después de la craniectomia (carril 1), o muestras en las que ademas de la craniectomia se le habia practicado la liga-
cion de la arteria cerebral media (MCA). En los casos en los que la oclusion fue llevada a cabo, se recogieron a las 1, 2 y 4 horas después de
la ligacion. (n=3, cada grupo). La misma cantidad de proteina (10011g) fue analizada mediante inmunoblot. Las membranas son representativas
de tres experimentos independientes.
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Fig. 2. La retirada de oxigeno induce la expresion de la proteina y el ARNm de Rcan1-4 en cultivos primarios de astrocitos. (A), Inmunoblots
mostrando los niveles de Rcan1-4 enddgeno, con expresion de o-tubulina como control de carga. Astrocitos primarios corticales de rata se
dejaron sin estimular (ns, carril 1) o se sometieron a retirada de oxigeno (3% Hpx) durante distintos tiempos: 30" a 4 h (carril 2 al 5). Células
tratadas con PMA mas iondforo de calcio (Plo), fueron utilizadas como control positivo. (B), Cultivos primarios de astrocitos de raton fueron tra-
tados de manera paralela a como se ha descrito en (A). La cuantificacion relativa del ARN mensajero especifico para Rcan1-4 se realizé mediante
TagMan RT-PCR como se describe en Métodos. EI ARNm especifico de Rcan1-4 se cuantificd en unidades arbitrarias normalizadas a la expre-
sion del gen 18 S rRNA. Los datos son expresados como cuantificacion relativa comparada con las células control no tratadas (ns), a las cuales
se le asigno un valor de 1. Los resultados mostrados son representativos de un minimo de 3 realizados, y los valores son la media+DS de tripli-
cados de determinaciones RT-PCR para cada condicion. * P < 0.05 (ANOVA) versus ns.

del ARN mensajero especifico 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 acumulacion de la proteina
Rcan1-4 (Fig. 1) y que esta acumulacion 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-
lacion de Rcan1-4 en estas células. Para estudiar este
fendmeno, hemos puesto a punto la infeccion de cultivos
celulares primarios de astrocitos de rata con vectores ad-
enovirales. Estos vectores codifican bi-cistronicamente las
proteinas Rcan1-4 humana y la proteina fluorescente GFP
(Ad GFP + Rcan1-4) (24). Como control se utilizé un vector
adenoviral que expresa la proteina GFP solo (Ad GFP). La
eficiencia de transduccion fue analizada por analisis 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 numero de
células que expresan el gen exdgeno fue mayor del 80%
en todos los casos analizados. Asi mismo, se analizaron los
niveles de sobre-expresion de Rcan1-4 transducido en
estas células mediante Western blot (Fig. 3B). La expresion
de la proteina Rcan1-4 exdgena es semejante a la obtenida
mediante el tratamiento farmacologico de los astrocitos con
ésteres de forbol (PMA), mas el ionoforo de calcio (lo),

(Plo). Como era de esperar, la expresion exégena de
Rcan1-4 no fue inhibida por el inhibidor de Calcineurina,
Ciclosporina A (CsA), pero si la expresion endégena pro-
ducida por el tratamiento con Plo.

El siguiente paso ha sido el estudio del efecto sobre
el ciclo celular de la sobreexpresion de esta proteina en
células gliales, analizado por FACS. Las células gliales
que expresan la proteina Rcan1-4 de forma constitutiva no
presentaron mayor susceptibilidad a morir. Analizamos
células no infectadas y células infectadas con el adeno
control que solo expresa GFP, en comparacion con célu-
las que expresan las proteinas GFP mas 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 lesiébn mas frecuentes que pro-
ducen dafo cerebral es el ocasionado por trauma meca-
nico. Para mimetizar este modelo de dafo mecanico en el
laboratorio, hemos puesto a punto un modelos de cierre
de herida 6 “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 imagenes mues-
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Fig. 3. Expresion exégena de la proteina Rcan1-4 en astrocitos primarios de rata. Los astrocitos fueron infectados con vectores adenovirales que
codifican para la proteina verde fluorescente GFP (Ad GFP), como control y virus que codifican para la expresion de GFP y Rcan1-4. Después
de 48 horas, ambos tipos celulares fueron dejados hasta quiescencia y no estimuladas (ns), 6 estimuladas con PMA mas lo (Plo) durante 4 6 8
h. (A), Analisis de fluorescencia de la proteina GFP. (B) Los Inmunoblots muestran la expresién de Rcan1-4 enddgena frente a la exégena en

cada tipo celular. Como control de carga se utilizé la a-tubulina.
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Fig. 4. La migracion direccional parece estar inhibida por la sobre-expresién de la proteina Rcan1-4 en astrocitos primarios. (A) Imagenes por
video-microscopia del cierre de la herida en una monocapa de astrocitos primarios. Las imagenes muestras una herida representativa de astro-
citos que expresan la proteina GFP (Ad GFP) sola o junto con la proteina exégena Rcan1-4 (Ad GFP+Rcan1-4). Se muestra los fotogramas de
los cultivos a tiempo 0 (0Oh), y una vez transcurridos 72 horas. (B) Andlisis por citometria de astrocitos transducidos con GFP (Ad GFP) 6 con
GFP mas Rcan1-4 (Ad GFP+Rcan1-4). Las células fueron incubadas en presencia de ioduro de propidio, y el analisis del ciclo celular fue llevado

a cabo mediante citometria de flujo.

tran una herida representativa de astrocitos que expresan
la proteina GFP (Ad GFP) versus aquellos que expresan la
proteina GFP mas la proteina exégena Rcani1-4 (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 observo una diferencia
significativa en la velocidad de cierre de las heridas que
estamos actualmente analizando.
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5. DISCUSION

En este trabajo hemos descrito que las células astrogliales
expresan la proteina Rcan1-4, un regulador endoégeno de
la fosfatasa CN, en respuesta a la hipoxia que puede
darse tras un dano cerebral, aunque no parece que esté
activada por la respuesta inflamatoria que acontece des-
pués del dafio mecanico (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, asi como enzimas como la ciclooxigenasa
2 (Cox-2). Las principales citoquinas que intervienen en la
inflamacion producida por el dafio cerebral son la interleu-
quina 1 (IL-1), el factor de necrosis tumoral (TNFa), vy la
interleuquina-6 (IL-6). Asi mismo, el gen de la ciclooxige-
nasa 2 (Cox-2) aumenta tras la lesion (2,3). Nuestros tra-
bajos han mostrado que la produccion de TNFa. en células
neurales y en cultivos primarios de neuronas esta mediada
por calcio (4). Ademas, resultados del laboratorio han
mostrado que en cultivos primarios de astrocitos de rata,
la produccion 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-expresion de la pro-
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