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ABREVIATURAS

AcP: proteina accesoria

ADN: &cido desoxirribonucleico

ALT: alanino aminotransferasa

AP-1: proteina activadora tipo 1

ARNm: &cido ribonucléico tipo mensajero
ARNSsi: ARN silenciador

AST: aspartato aminotransferasa

ATP: adenosina tri-fosfato

BBB: Barrera Hematoencefalica

BSA: suero albimina bovina

COX-2: ciclo-oxigenasa tipo 2

cpm: cuentas por minuto

CPS I: carbamil fosfato sintetasa tipo |
CT-B: subunidad B de la toxina colérica
CYP2EL: citocromo P 450 tipo 2E1
DMEM: Dulbecco’s modified eagle’s médium
DMSO: Dimetil sulféxido

DTT: ditiotreitol

EDTA: &cido etilendiaminotetraacético
EEAL: proteina de endosomas tempranos
EGTA: &cido tetraacético + etilenglicol
ER: reticulo endoplasmico

ERKY2: quinasa regulada por sefiales extracelulares
GFAP: proteina acidica fibrilar de la glia
gr: gramos

h: horas

HRP: peroxidasa de rabano

IFN-a : interferon tipo alfa

IFN-b : interferdn tipo beta

IFN-g: interferdn tipo gamma

IKK: quinasa asociada al complejo IkB-a
IL-6: interleuquina tipo 6

IL-8: interleuquina tipo 8

IL-10: interleuquina tipo 10

IL-1b: interleuquina-1 tipo beta

IL-1RI: receptor de interleuquina-1-beta tipo |



IL-10R: receptor de IL-10

INOS: 6xido nitrico sintasa inducible

IRAK: protein-quinasa asociada al receptor IL-1RI
IRF-3: factor regulador de interferon

JNK: quinasa c-jun del extremo N-terminal

L: litros

LPS: lipopolisacarido

LTA: &cido lipoteicoico

min: minutos

M: molar

MAP-2: proteina asociada a microtubulos

MAPKS: protein-quinasas activadas por mitdgenos
MBP: proteina basica de la mielina

MES: &cido 2-morfolino -etanosulfénico

MHC II: complejo mayor de histocompatibilidad tipo Il
ml: mililitros

mm: milimetros

mM: milimolar

m: microlitros

nm: micrometros

MyD88: proteina adaptadora derivada del mieloide
NF-kB: factor nuclear kappa tipo B

ng: nanogramos

NIK: quinasa inductora de NF-kB

NK: células natural killers

NO: o6xido nitrico

OTC: ornitina transcarbamilasa

p38: quinasa p38

PAMPs: patrones moleculares asociados a patdgenos
PBS: tampon fosfato salino

PDTC: pirrolidino ditiocarbamato

pg: picogramos

PGN: peptidoglicano

PMSF: fenil metil sulfonil fluoruro

PVDF-: difluoruro de polivinilideno

ROS: especies reactivas de oxigeno

rpm: revoluciones por minuto

SAPK: protein-quinasa asociada a estrés
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SBF: suero bovino fetal

SDS: dodecil sulfato sodico

SDS-PAGE: SDS-electroforesis en geles de poliacrilamida
SNC: Sistema Nervioso Central

T.A.: temperatura ambiente

TAB: proteina unida a TAK

TAK-1: quinasa activada tipo 1 del factor TGF-b
TBS: tampon tris salino

TGF-b: factor de crecimiento transformante tipo beta
TIR: dominio Toll-IL-1R

TLR4: receptor Toll-like tipo 4
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Capitulo 1: INTRODUCCION

1.1. PAPEL DE LA INFLAMACION Y EL SISTEMA INMUNE INNATO EN
EL DESARROLLO DEL DANO HEPATICO INDUCIDO POR EL ALCOHOL.

La asociacion entre consumo de alcohol y dafio hepatico esta bien
establecida y se conoce desde hace muchos afios. De hecho, numerosos
datos clinicos y epidemioldgicos, indican que existe una relacion directa entre
el consumo de alcohol y la mortalidad por enfermedad hepatica. La aparicion
de hepatopatia alcoholica parece estar relacionada con un umbral de
consumo que se estima en 80-100 gr/dia durante 10-20 afios. El espectro de
la enfermedad hepatica alcohdlica varia desde la presencia de un proceso
benigno de higado graso, sin inflamacion ni fibrosis, hasta el desarrollo de
formas mas severas de enfermedad como la hepatitis alcoholica, la formacion
de fibrosis, y finalmente, la progresion a cirrosis con sus complicaciones de
insuficiencia hepatica y riesgo de hepatocarcinoma (Nagy, 2003).

La esteatosis hepatica consiste en una acumulacion de grasa
(triglicéridos) en el higado como consecuencia del dafio hepatico. En este
caso, el paciente apenas tiene sintomas o presenta molestias inespecificas,
aunque en general existe una hepatomegalia y las pruebas analiticas se
encuentran alteradas. En la hepatitis alcohdlica, el dafio hepatico se asocia
con inflamacién y destrucciéon de las células del higado; aparece mas
bruscamente y puede ser muy grave. Finalmente, la cirrosis se asocia con
una importante destruccion de células hepaticas y con un marcado proceso
de cicatrizacion (fibrosis), que altera de forma importante la arquitectura del

higado, llegando a comprometer sus funciones (Tilg and Diehl, 2000).
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Sin embargo, es importante destacar que aunque el consumo de
alcohol siempre conlleva a dafio hepatico, la incidencia de cirrosis alcohdlica
es relativamente baja (15-20%), lo que hace pensar que existen factores
asociados (genéticos, inmunes, ambientales, nutritivos), que contribuyen al
dafio hepatico relacionado con la ingesta de alcohol.

Asi, esta establecido que el etanol es un hepatotdxico y su consumo
causa graves alteraciones a nivel bioquimico, fisiologico y funcional en el
hepatocito (Blondell et al., 1996; Lands, 1995; Tsukamoto and Lu, 2001). Sin
embargo, a pesar de los numerosos avances realizados en la ultima década,
no estan totalmente esclarecidos los mecanismos que participan en la
progresion y en el dafio que ocurren en la hepatopatia alcohdlica, y que
pueden conducir a cirrosis. La hepatopatia alcohdlica es un proceso
multifactorial, con participacion de diferentes mecanismos, entre los que
merecen destacar: 1) Produccion y toxicidad del acetaldehido (Lieber, 2004),
2) aumento de radicales libres (Tsukamoto and Lu, 2001), con disminucion de
los niveles de glutation mitocondrial e hipoxia en la zona centrilobular del
higado (Fernandez-Checa, 2003; Minana et al., 2002) y 3) inflamacion y
aumento en la expresion/metabolismo de citoquinas (Arteel, 2003; Molina et
al., 2002). Este dltimo mecanismo se le ha dado una especial relevancia
durante los Ultimos afios, ya que diferentes trabajos han demostrado una
asociacion entre hepatopatia alcoholica, incluyendo cirrosis, y aumentos en
los niveles plasmaticos de citoquinas inflamatorias (Bunout et al., 1996;
Khoruts et al., 1991; McClain et al., 1999; Valles et al., 2003), sugiriendo que
estas citoquinas causarian dafio en el parénquima hepatico y muerte del
hepatocito (Bode and Bode, 2005; Tsukamoto and Lu, 2001).
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En los procesos inflamatorios hepaticos, las citoquinas TNF-a e IL-
1b inician la cascada inflamatoria, actuan de forma sinérgica (Dinarello,
2000) y desempefian un papel clave en la patogénesis de muchos procesos
inflamatorios, incluyendo el que se produce en la hepatopatia alcohdlica
(Kishore et al., 2002; McClain et al., 1999). De hecho, se ha encontrado
aumento en los niveles plasmaticos de estas dos citoquinas en pacientes con
hepatitis alcohdlica y cirrosis (Khoruts et al., 1991; Shimada et al., 1993). El
mecanismo que subyace a la liberacion de citoquinas, se desconoce, aungue
diversos estudios han demostrado que el consumo de alcohol induce tanto
proliferacion bacteriana intestinal, como la liberacion de la endotoxina LPS
(toxina procedente de la membrana de las bacterias Gram-negativas) al
torrente circulatorio, lo que podria explicar el aumento de esta toxina en el
plasma de alcoholicos (Bode et al., 1987; Fukui et al., 1991). Se ha sugerido
que un aumento en los niveles de LPS jugaria un papel esencial en el
desarrollo del dafio hepatico asociado al consumo de alcohol (Bode and
Bode, 2005), ya que el LPS es capaz de exacerbar la liberacion de citoquinas
pro-inflamatorias por los macrofagos e incrementar la activacion de la
respuesta inflamatoria y dafio hepético (Adachi et al., 1995; Nanji et al.,
1993).

La mayoria de los estudios sugieren que el etanol de forma directa o
indirecta, a través de la liberacion del LPS, estimularia a las células de
Kupffer, o macréfagos residentes en el higado, las cuales responderian
rapida y eficientemente, liberando TNF-a al parénquima hepatico y al suero,
y produciendo dafio inflamatorio asociado al consumo de alcohol (Bode and
Bode, 2005). La demostracion més clara del papel del LPS bacteriano en la

hepatopatia alcohdlica experimental, se pudo demostrar tras la
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administracion de antibidticos a ratas expuestas al alcohol por via
intragastrica. Este tratamiento redujo, tanto los niveles de TNF-a, como el
dafio hepatico inducido por el etanol, sugiriendo que el aumento de TNF-a
estaba, en parte mediado, por un aumento de LPS bacteriano (Nagy, 2003).

Sin embargo, a pesar de los numerosos estudios que demuestran
que tras un estimulo, la citoquina TNF-a se libera junto con la IL-1b, no se ha
considerado el posible papel de IL-1b, y su potenciacién con el LPS en la
patogenia de la hepatopatia alcohdlica. Al mismo tiempo, evidencias
recientes indican que los receptores IL-1RI (cuyo ligando es la IL-1b) y TLR4
(cuyo ligando es el LPS), pertenecientes a la superfamilia de los receptores
TLR-IL-1R, desempefian un papel clave, tanto en la respuesta del sistema
inmune innato, como en el dafio hepatico inducido por el alcohol (Nagy,
2003). Asi, se ha demostrado que el consumo crénico con etanol, incrementa
la expresion (ARNm y proteina) del receptor TLR4, y de su proteina asociada
CD14, en modelos murinos de exposicion al etanol (Jarvelainen et al., 1999;
Jarvelainen et al., 2001; Kishore et al., 2002). Ademas, en experimentos
realizados con ratones mutantes que no expresan TLR4 (C3H/HeJ), se
observo una disminucion de la sensibilizacion de estos animales a la
endotoxina (Poltorak et al., 1998), asi como una disminucién del dafio
hepatico inducido por la exposicion cronica de etanol (Uesugi et al., 2001b).
Estos estudios demuestran que los receptores TLRs son esenciales para el
desarrollo de la hepatopatia alcohdlica en ratones, pero existe poca
informacién acerca de como el consumo crénico de alcohol puede regular la
expresion y actividad de estos receptores.

Como veremos mas adelante en otros apartados de la Introduccion
(Seccién 1.2.2), la activacion de los receptores TLR4 e IL-1RI, conlleva a la
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estimulacion de una cascada de sefalizacion intracelular, que se inicia con la
fosforilacion de la quinasa asociada al receptor de IL-1RI (IRAK) (Huang et
al., 1997), que desencadena la activacion de otras quinasas citoplasmicas
(MAPKs) y la activacion del factor de transcripcion NF-kB (MacGillivray et al.,
2000) (ver Esquema 2).

Algunos estudios han demostrado que la exposicién aguda al etanol,
aumenta la fosforilacion de IRAK en células de Kupffer, pero no se ha llegado
a esclarecer si el LPS potencia la respuesta en la fosforilaciéon de IRAK
inducida por el etanol (Yamashina et al., 2000). Estudios recientes también
demuestran que el alcohol incrementa la actividad de ERK1/2 y p38 (MAPKS)
inducida por LPS en células de Kupffer (Cao « al., 2002; Kishore et al.,
2002). En estos trabajos, se muestra que el aumento en la activacion de
ERK1/2 se asocia a un incremento en la liberacion de TNF-a (Kishore et al.,
2002).

La estimulacion de NF-kB y de genes dependientes a este factor de
transcripcion, esta implicada en la respuesta asociada a los receptores TLRs,
y es un factor necesario en la activacion de la respuesta inflamatoria en
higado, ya que se ha observado que la unién al ADN y activacion de NF-kB,
estd incrementada en modelos experimentales de hepatopatia alcohdlica
(Nanji et al., 1999; Tsukamoto et al., 1999). Estos trabajos también proponen
que esta respuesta puede ocurrir principalmente en las células de Kupffer
(Nanji et al., 1999) y precede a la aparicion del dafio hepatico (Jokelainen et
al., 2001). La importancia fisiologica de la activacion de NF-kB en el dafio
hepético inducido por el etanol, se ha demostrado en un estudio realizado en
ratas alcoholizadas, donde la inhibicion de NF-kB, previene la aparicion de

este dafio (Uesugi et al., 2001a). Numerosos estudios indican que los
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radicales libres de oxigeno (ROS), ademéas de la estimulacion de los
receptores TLRs, puede ser un factor critico en la activacion de NF-kB en
higados de ratas alcohdlicas (Nanji et al., 2003) y en células de Kupffer (Cao
et al., 2002).

En resumen, trabajos recientes indican que muchos de los
intermediarios en la sefial de transduccién asociada a la respuesta
inflamatoria y del sistema inmune innato, son esenciales en el desarrollo de
la hepatopatia alcohdlica. En particular, la activacion de los receptores
estimulados por IL-1b y LPS, como son IL-1RI y TLR4 respectivamente,
interviene en la inflamacion y dafio celular en modelos experimentales de
exposicion al etanol. Alteraciones en el epitelio intestinal inducidas por el
etanol y un aumento en la liberacion de LPS, pueden jugar un papel esencial
en la activacion de la respuesta inflamatoria en el higado. El entendimiento
de los mecanismos moleculares por los que el etanol produce una alteracion
de la respuesta inmune innata en el higado, facilitaria el desarrollo de nuevas
terapias y estrategias terapeuticas, para prevenir, 0 incluso eliminar la

progresion del dafio hepatico inducido por el alcohol.

1.2. INFLAMACION Y RESPUESTA INMUNE EN EL SNC: PAPEL DE LOS
RECEPTORES TLRs Y SU SENALIZACION.

1.2.1. Papel de la inflamacion en el dafio cerebral.
La inflamacion es un proceso de respuesta defensiva contra lesiones,
isquemia celular, respuestas autoinmunes o infecciones, produciendo una

secuencia de eventos generalizados, conocida como respuesta de fase

aguda, la cual puede limitar la proliferacion de patdgenos invasores. Sin
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embargo, mientras la respuesta inflamatoria, tanto local como generalizada,
ofrece claros beneficios en estados infecciosos, una inflamacion inapropiada
y sostenida, puede causar numerosas enfermedades, como la artritis
reumatoide o la psoriasis. La inflamacion, ademds, es también importante en
el dafio causado por enfermedades autoinmunes, y fundamentalmente
contribuye a otras enfermedades como el cancer, diabetes y dafios
cardiovasculares (Dalglesh and O'Byrne, 2006; Tedgui and Mallat, 2006).

El Sistema Nervioso Central (SNC) se ha considerado como un
organo inmunolégicamente privilegiado. El cerebro coordina y regula
numerosos aspectos de la respuesta defensiva, que podrian explicar los
efectos en el comportamiento derivados de enfermedades, tales como fatiga
y depresion (Lucas et al., 2006). Ademas, trabajos recientes, indican que la
inflamacion representa un factor patogénico en muchas enfermedades del
SNC, como enfermedades neurodegenerativas, tales como Parkinson (Hunot
and Hirsch, 2003), Alzheimer (Giovannini et al., 2003), Creutzfeldt-Jacob
(Stoeck et al., 2006), y mas recientemente, en algunas enfermedades
psiquiatricas, tales como la depresion, ansiedad y esquizofrenia (Lucas et al.,
2006). En estas enfermedades, la inflamacion es atipica y ocurre en ausencia
de infiltracion de leucocitos (Perry et al., 2002).

No hay duda de que el cerebro, difiere significativamente de otros
tejidos en cuanto a su respuesta a la infeccion o inflamacion. Un ejemplo
evidente en esta respuesta, es el reclutamiento de leucocitos que es rapido
en drganos sistémicos, pero modesto y disminuido en el cerebro. Asimismo,
el cerebro presenta unas caracteristicas Unicas ante la inflamacion, y en

respuesta a estimulos agudos, las células gliales liberan en pocos minutos,
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mediadores inflamatorios que pueden causar dafio neural (Lucas et al.,
2006).

La glia, particularmente la microglia y los astrocitos, son
responsables de las funciones inmunes en el cerebro, y juegan un importante
papel en la respuesta inflamatoria. La microglia, o macréfagos parenquimales
del cerebro, son rapidamente estimulados en respuesta a cualquier lesion o
infeccion, y su morfologia cambia adquiriendo una serie de funciones,
incluyendo la fagocitosis, aumento de moléculas de la membrana celular, y la
produccion y secrecion de mediadores inflamatorios (Hanisch, 2002). Los
astrocitos desempefian también un papel importante en la respuesta inmune,
contribuyendo al establecimiento y mantenimiento de la barrera
hematoencefalica (BBB) (Prat et al., 2001) y modulando la migracion de
monocitos Y linfocitos a través de la BBB (Weiss and Berman, 1998). Los
astrocitos también responden de forma rapida ante un dafio, y parecen jugar
un papel muy importante en la regulacion de la inflamacion cerebral (Dietrich
et al., 2003). De hecho, el dafio cerebral se acompafia, en muchos casos, de
una hipertrofia astrocitica que se asocia con proliferacion celular y expresion
de ciertos genes, y que comUnmente se le refiere como astrogliosis reactiva
(Ridet et al., 1997). Esta astrogliosis se asocia con procesos de inflamacion
(Little and O'Callagha, 2001). Dependiendo del contexto, la astrogliosis puede
ser un evento positivo que promueve la supervivencia neuronal y glial, a
través de la produccion de neurotrofinas y factores de crecimiento, pero a su
vez puede tener una influencia negativa en la regeneracion a través de la
inhibicion del crecimiento y la migracion neuronal y glial (Little and
O'Callagha, 2001). La naturaleza difusa de la astrogliosis reactiva en el SNC,

sugiere la implicacion de mediadores solubles, tales como citoquinas y/o la
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presencia de un sincitio integrado de astrocitos que permite la transferencia
de informacién a distancias muy remotas dentro del cerebro.

Las citoquinas que intervienen en la iniciacién y modulacion de la
gliosis reactiva, incluyen IL-1b, TNF-a, IFN-g y TGF-b. Las células gliales
expresan receptores para todas estas citoquinas, y cada uno de ellos posee
un papel funcional diferente en la respuesta del astrocito (John et al., 2005).
La estimulacion de los astrocitos en respuesta a un proceso neuropatologico,
conlleva a la activacion de la respuesta inmune innata, produciendo
citoquinas inflamatorias y radicales libres, asi como a la expresion de
moléculas del complejo de histocompatibilidad 1l (MHC 1I) (Dong and
Benveniste, 2001). Esta reprogramacion funcional puede ser esencial para el
mantenimiento de la homeostasis, y la regulacion local de respuestas
inflamatorias e inmunes (Benveniste, 1998). De todas estas citoquinas, la IL-
1b, ha sido considerada como un mediador esencial en la respuesta
inflamatoria del SNC. De hecho, la IL-1b, se ha implicado en un gran nimero
de enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la enfermedad de
Alzheimer (Mrak and Griffin, 2005), y se sabe que en condiciones de dafio
cerebral, lesion o estrés, esta citoquina se produce de forma masiva en el
cerebro (Patel et al., 2003). Aunque los mecanismos de estos efectos no
estan esclarecidos, parece que la IL-1b es liberada inicialmente por células
gliales, y a su vez, actta sobre los astrocitos y la microglia para la produccién
de citoquinas adicionales y factores de crecimiento, promocionando la
actividad inflamatoria en el cerebro (Benveniste, 1992; Merrill and
Benveniste, 1996).

Finalmente, aunque muchos trabajos sugieren que la inflamacion

contribuye al desarrollo de numerosas enfermedades del SNC, existe
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controversia en cuanto a si la neuroinflamacion y la activacion glial puede ser
beneficiosa o perjudicial. Ademéas, muchos mediadores producidos como
resultado de una activacion microglial y astroglial tienen un papel dual;
pueden ser neuroprotectores, 0 neurotdxicos, interviniendo en la reparacion o
en el dafio a largo plazo. Por ello, es necesario profundizar en los
mecanismos responsables de la respuesta glial, ya que nos permitira
identificar terapias potenciales que selectivamente repararan el dafio

cerebral.

1.2.2. El Sistema Inmune Innato en el SNC: papel de la
sefalizacion intracelular de los receptores TLR4/IL-1RI.

El sistema inmune estd subdividido en dos ramas interactivas, el
sistema inmune innato (celular) y adaptativo (humoral). Ambos sistemas
participan en la respuesta infecciosa y autoinmune en el SNC. En general, la
inmunidad innata representa la primera linea de defensa frente a patdgenos,
Yy NO requiere una exposicion preliminar a antigenos foraneos para que sea
activada. Los tipos celulares que participan en el sistema inmune innato
incluyen macrdfagos, neutrdfilos, células dendriticas, células NK y microglia,
ademas de macréfagos perivasculares en el SNC. En contraposicion, la
induccion de la inmunidad adaptativa, requiere sefiales procedentes del
sistema inmune innato, que facilita la expansion de antigenos-especificos T y
linfocitos B, que son importantes en la produccion de anticuerpos y la
formacion de células de memoria de larga vida.

Las células del sistema inmune innato no son capaces de reconocer
cualquier antigeno, ya que reconocen estructuras altamente conservadas y

expresadas por un gran grupo de microorganismos. Estos motivos
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estructurales altamente conservados se refieren como Patrones Moleculares
Asociados a Patoégenos (PAMPs). Los receptores del sistema inmune innato
que reconocen estas moléculas se conocen como receptores Toll-like (TLRS).
Hasta el momento, han sido identifcados en humanos 11 receptores TLRs,
mientras que en el genoma del raton se han identificado 13 TLRs. Los TLRs
1-9 estan conservados en las dos especies y todos ellos comparten un
dominio citosolico comdn, denominado TIR (Dunne and O'Neill, 2003). De los
11 TLRs humanos, los TLR 1, 2, 4, 5, 6 y 11 se expresan en la membrana
extracelular, en oposicion a la localizacion intracelular de los TLRs 3, 7,8y 9
(Akira and Sato, 2003; Kopp and Medzhitov, 2003; Takeda and Akira, 2005).
Cada TLRs reconoce componentes especificos de patégenos bacterianos y
fungicos, aunque evidencias recientes indican que también estan implicados
en el reconocimiento viral. Por tanto, tanto TLR3 como TLR4 s engloban
dentro de los receptores que reconocen virus, y utilizan también una via de
sefializacion intracelular que es independiente de MyD88 (proteina
adaptadora derivada del mieloide) (Wesche et al., 1997), y mediante la union
de la proteina adaptadora TRIF (factor Toll-IL-1R), regula la activacion de
IRF-3 (factor de regulacion del interferén) y consiguiente estimulacion de

interferon a y b (IFN-a y -b) (Doyle et al., 2002) (ver Esquema 1).
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Esquema 1. Representacion esquematica de la sefalizacion intracelular de los
receptores Toll-like (TLRs). Cada TLRs reconoce componentes especificos de patégenos
bacterianos y flngicos, LPS (bacterias Gramnegativas), PGN y LTA (bacterias Gram
positivas). Todos los receptores TLRs, excepto TLR3, 7, 8 y 9, comparten la via MyD88-
dependiente, que culmina en la activacién de NF-kB y AP-1, via MAPKs/NIK, conllevando a
la induccion de mediadores inflamatorios (INOS, COX-2) y citoquinas (IL-1b, TNF-a, IL-6, IL-
8). TLR3 y TLR4 parecen estar implicados en el reconocimiento viral, y activan IRF-3
(interferon regulatory factor-3), que conlleva a la induccién de genes IRF-3 dependientes,
tales como interferén-a y -b (IFN). Aunque todos los TLRs comparten el dominio
citoplasmico TIR, la estimulacion de estos receptores conlleva a la homo-,
heterodimerizacion o multimerizacién de los TLRs para la sefializacion. TLR4 e IL-1RI
adicionalmente reclutan moléculas adaptadoras, tales como MD-2 y CD14 (para TLR4) y AcP

“Accesory protein” (para IL-1RI), que son esenciales para su respuesta y sefializacion.
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De todos los receptores TLRs, el primero que se identifico en
humanos fue el TLR4. Su ligando especifico es el lipopolisacarido bacteriano
(LPS), el componente mayoritario en la pared celular de las bacterias gram-
negativas, y la cascada de sefializacion que desencadena, ha sido
extensamente estudiada durante los ultimos afios (Dunne and O'Neill, 2003).

Es interesante resaltar, que las vias de sefializacion intracelular que
se activan con los TLRs, son similares a las que se generan por la union de
IL-1b a su receptor IL-1RI. De hecho, se ha demostrado que los receptores
TLRs son miembros de una gran superfamilia que incluye los receptores de
interleuquina-1 (IL-1Rs) (Akira and Takeda, 2004; O'Neill and Dinarello,
2000). Los TLRs e IL-1Rs tienen regiones conservadas de aproximadamente
200 aminoacidos en su parte citoplasmatica, la cual es conocida como
dominio Toll-IL-1R (TIR) (Akira and Takeda, 2004; Kurt-Jones et al., 2000).
En contraste, la region extracelular de los TLRs e IL-1Rs difieren de forma
marcada (Takeda and Akira, 2004).

La activacion de los receptores TLRs e IL-1Rs conlleva a una
sefializacion intracelular similar, ya que comparten moléculas asociadas a la
sefalizacion, que culminan en la estimulacion del factor de transcripcion NF-
kB, implicado en la regulacion de un gran nimero de genes envueltos en la
respuesta inmune. La sefial de transduccion de IL-1Rs y TLRs, ocurre a
través de unas complejas interacciones entre proteinas, entre las que
merecen destacar las quinasas asociadas a mitdgenos (MAPK), tales como
la quinasa de regulacion extracelular (ERK1/2), p38 y c-un quinasa N-
terminal (JNK) (Yang et al., 2006b).

La activacion de TLR4 e IL-1RI se inicia a través del reclutamiento de

la quinasa asociada al IL-1RI tipo 4 (IRAK-4) (Li et al., 2002), lo que permite
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la asociacion de IRAK-1 (Cao et al., 1996a). IRAK-4 se activa durante la
formacion de este complejo (complejo 1), conllevando a la hiperfosforilacion
de IRAK-1, que a su vez, induce la interaccion de Traf-6 (factor asociado al
receptor de TNF-a tipo 6) con el complejo | (Cao et al., 1996b). La asociacion
de IRAK-4/IRAK-1/Traf-6 causa cambios conformacionales en uno o mas de
estos factores, conllevando a la disociacion del complejo unido al receptor. El
complejo | interacciona a nivel de membrana, con un complejo pre -formado
constituido por TAK-1 (quinasa asociada a TGF-a 1), TAB-1 (proteina unida
a TAK) y TAB-2 (Jiang et al., 2002), formando el segundo complejo o
Complejo II. Esta interaccion induce la fosforilacion de TAB-2 y TAK-1, los
cuales se traslocan, junto con Traf-6 y TAB-1, al citoplasma. TAK-1 es
activado en el citoplasma, conllevando a la activacion de IKK (complejo Ik-B-
a-quinasa). La fosforilacion de IkB-a induce su degradacion, y posterior
liberacion de NF-kB y la activacion de genes dependientes de NF-kB, tales
como IL-1b, TNF-a, IL-6, COX-2, INOS (DiDonato et al., 1997). Evidencias
bioguimicas también indican que la activacién del Complejo Il puede
estimular a ERK1/2, p38 y JNK (O'Neill and Dinarello, 2000), que a su vez
regulan la activacion nuclear de factores de transcripcion NF-kB y AP-1
(proteina activadora 1) (Kracht and Saklatvala, 2002). Puesto que ciertos
sitios de union de NF-kB y AP-1 se han encontrado en los promotores de
numMerosos genes que se inducen durante la inflamacion, es posible que el
gran numero de receptores especificos del sistema inmune innato, puedan
activar genes principalmente a través de sefiales de transduccion asociadas
a MAPK y IKK/NF-kB (Akira and Takeda, 2004; Dunne and O'Neill, 2003;
Martin and Wesche, 2002) (ver Esquema 2).
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Esquema 2. Esquema representativo de los principales componentes de la cascada de

sefializacion intracelular de los receptores TLR4 e IL-1RI. La activacidn de los receptores

TLR4 e IL-1RI por sus ligandos especificos LPS e IL-1b, conlleva al reclutamiento de
moléculas de sefializacion (MyD88, Traf-6, IRAKS) que forman el Complejo I, el cual activa la

formacion del Complejo Il (Traf-6, IRAKS, TAB-1, -2, TAK-1), que culmina en la induccién de

MAPKs y factores de transcripcion (NF-kB y AP-1), que regulan la expresion de genes diana

en la respuesta inmune y muerte celular.

Por tanto, la anterior sefializacion sugiere que la estimulacion, tanto
con IL-1b o LPS, podria conllevar a la induccion transcripcional de un
conjunto de genes comunes que codifican para proteinas pro-inflamatorias,

como citoquinas, proteasas y enzimas metabdlicas, tales como iNOS (6xido
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nitrico sintasa inducible) y COX-2 (ciclo-oxigenasa-2) (Kracht and Saklatvala,
2002). Ademas, INOS y COX-2 son importantes componentes en la cascada
inflamatoria post-lesion de varios tipos de dafios cerebrales (Heales et al.,
1999; O'Banion, 1999; Yamada et al., 1999) (ver Esquema 2).

Finalmente, resultados de los Ultimos afios, nos han permitido
entender el papel de la respuesta inmune innata en el SNC, y la implicacion
de los TLRs como mediadores esenciales en esta respuesta del cerebro. De
hecho, se ra demostrado la presencia de los TLRs en células gliales de
cerebro y espina dorsal, y un aumento de su expresion durante la
neuroinflamacion (Bsibsi et al., 2002), y ademas, se ha demostrado que el
receptor TLR4 interviene en el dafio neuronal y en la neurodegeneracion
inducida por LPS (Lehnardt et al., 2003). Hay que destacar, que aunque un
incremento transitorio de dicha respuesta puede ser beneficiosa para paliar
condiciones patogénicas (Rivest, 2003), una super-activacion de la
inmunidad innata puede conllevar neurodegeneracion (Campbell, 2004).
Ademas, el dafio celular y la apoptosis se producen de forma concomitante
como resultado de la estimulacion de cascadas de sefializacion intracelular y
mediadores inflamatorios asociados a TLR4/IL-1RI, induciendo, a su vez, una
exacerbada respuesta inflamatoria en el SNC bajo condiciones de dafio,

enfermedad o estrés (Ehrlich et al., 1999).

1.2.3. Etanol y sistema inmune innato.

Estudios clinicos y experimentales revelan que el consumo de
alcohol afecta a los sistemas, tanto inmune como inflamatorio (MacGregor,
1986), conllevando a defectos especificos en los componentes celulares de

la respuesta inmune innata frente a patégenos bacterianos y virales (Cook,
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1998). El etanol altera los niveles de citoquinas en una gran variedad de
tejidos incluyendo pulmén, higado y cerebro. Los datos que poseemos hasta
el momento, demuestran que la regulacion de la respuesta inmune por el
etanol es compleja, y depende de la dosis, duracién del tratamiento (agudo
frente a cronico), asi como del tipo celular y patdgeno (Crews et al., 2006).
Asi, el tratamiento agudo de etanol altera las funciones inmunes, interfiriendo
con una respuesta inflamatoria e incrementando la susceptibilidad a una gran
variedad de infecciones, tales como la neumonia bacteriana (Ruiz et al.,
1999). De acuerdo con lo anterior, se ha descrito que el etanol suprime la
respuesta de los receptores TLR3 (Pruett et al., 2004) y TLR4 (Dai et al.,
2005), en monocitos y macréfagos in vitro, disminuyendo la sintesis y
secrecion de numerosas citoquinas (Goral et al., 2004).

Por el contrario, el consumo crdnico de etanol se asocia con niveles
sericos elevados de citoquinas pro-inflamatorias (McClain et al., 1999;
McClain and Cohen, 1989), y activacion de la respuesta de ciertas citoquinas,
tales como IL-1b y TNF-a (Valles et al., 2003), implicAndose en el dafio
hepatico inducido por el etanol (Hoek and Pastorino, 2002).

Los resultados anteriores demuestran que el etanol, puede inhibir o
aumentar la sefializacion de los receptores TLRs y la liberacion de citoquinas.
Aunque los mecanismos involucrados en las diferentes respuestas del etanol,
no se han esclarecido, algunos hallazgos sugieren que el etanol podria estar
afectando a los primeros eslabones en la sefalizacion de los TLRs, es decir,
a la agregacion y reclutamiento de estos receptores en microdominios de
membrana lipid rafts (Chiou et al., 1990; Peoples et al., 1996).

En conclusion, los efectos del etanol, tanto en el sistema inmune,

como en los receptores TLRs son complejos, y dependen de la dosis de
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etanol, duracién del tratamiento, tipo celular y tejido analizado. Claramente,
se necesitan mas estudios para esclarecer los mecanismos moleculares y
celulares de los efectos del etanol en la respuesta inmune mediada por los
TLRs.

1.3. FUNCION DE LOS MICRODOMINIOS DE MEMBRANA LIPID RAFTS
EN SENALIZACION INTRACELULAR Y ENDOCITOSIS.

Los lipid rafts son microdominios de membrana ricos en
esfingomielina, con una estructura altamente ordenada en la membrana
plasmatica (Laude and Prior, 2004). Los analisis bioquimicos y purificacién de
diferentes proteinas procedentes de lipid rafts de diversos tipos celulares,
han mostrado una sorprendente concentracion de moléculas de sefializacion
contenidas dentro de estos microdominios de membrana (Zajchowski and
Robbins, 2002). La existencia de diferentes clases de lipid rafts (Pike, 2003) y
su organizacion lateral, confieren una gran ventaja para la consecucion de la
sefializacion (Harder and Engelhardt, 2004), ya que los diversos tipos de
proteinas o componentes de la sefializacion pueden estar confinados en
diferentes microdominios de membrana. Por tanto, los lipid rafts pueden ser
vistos como plataformas de sefializacion que sirven para ensamblar y
colocalizar los componentes requeridos, facilitando su interaccion y
sefalizacion (Magee et al., 2002; Pike, 2003; Simons and lkonen, 1997). Asi,
receptores, proteinas adaptadoras, enzimas efectoras y sustratos estarian
colocalizados en un solo microdominio. Para que esta plataforma sea capaz
de soportar tales procesos celulares de sefializacion, y poder organizar los

ensamblajes del conjunto de proteinas, los lipid rafts estan formados por
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diferentes proteinas de andamiaje que estabilizan estas interacciones, como
son, entre otras, la caveolina-1, la flotilina-1 (Harder and van Meer, 2003) y la
actina (Dykstra et al., 2003). Actualmente se han propuesto dos tipos de lipid
rafts con respecto a la transduccion de sefiales: 1) lipid rafts planos (también
referidos como no-caveolares o glicolipidicos) que son ricos en flotilina-1, no
poseen la proteina caveolina-1, y por tanto no son capaces de invaginar en
caveolas para la sefializacion intracelular; y 2) caveolas, que son pequefias
invaginaciones ricas en caveolina-1, capaces de generar vesiculas
caveolares en el citoplasma, como mecanismo alternativo a la endocitosis
mediada por clatrina (Le Roy and Wrana, 2005; Rajendran and Simons,
2005).

Ademéas de la importante implicacion de los lipid rafts como
plataformas para una exitosa sefial de transduccion, estos microdominios se
han asociado a la regulacion del transporte de proteinas desde la membrana
plasmatica (Simons and Toomre, 2000; Tuosto et al., 2001), y sobre todo, por
su papel funcional en la endocitosis. Resultados de los dltimos afios
sugieren, que los lipid rafts organizan la regulacion de la red de citoesqueleto
de actina y la endocitosis, permitiendo potencialmente la coordinacion de la
sefalizacion del receptor con su internalizacion (Dykstra et al., 2003). Aunque
la endocitosis mediada por clatrina ha sido tradicionalmente asumida como
distinta de la internalizacion de proteinas mediada por caveolas o lipid rafts,
evidencias actuales indican que la sefalizacion mediada por rafts y la
endocitosis mediada por clatrina, estan relacionadas (Dykstra et al., 2003).

El mecanismo mejor caracterizado de la internalizacion de proteinas
especificas mediante la invaginacion de la membrana, es la endocitosis

mediada por clatrina, aunque a partir de los afios 90, se debatieron otros
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mecanismos alternativos en la internalizacion de componentes de membrana
(Griffiths et al., 1989). El desarrollo posterior de mutantes especificos de
proteinas que eran esenciales en la funcion de la clatrina (Chen et al., 1998;
Ford et al., 2001; van der Bliek et al., 1993), permitié la realizacién de
estudios que demostraban que la internalizacion de un alto rango de
moléculas continuaba, incluso en ausencia de vesiculas de clatrina. Esto
supuso la aceptacion, cada vez mas extendida, de mecanismos de
endocitosis independientes de clatrina (Nichols and Lippincott-Schwartz,
2001).

Uno de estos mecanismos mas estudiados es la endocitosis
caveolar, ya que la mayor parte de las moléculas que se internalizan
independientemente de clatrina se han encontrado en los microdominios lipid
rafts (Nichols and Lippincott-Schwartz, 2001). La endocitosis caveolar se
produce principalmente por la presencia de caveolas, que son los lipid rafts
mejor caracterizados y que son invaginaciones estables de la membrana
plasmatica. Las caveolas estan presentes en la superficie de numerosos
tipos celulares y se diferencian de los lipid rafts no-caveolares (o planos) por
su contenido en caveolina-1, como su principal componente (Pelkmans and
Helenius, 2002). Aunque los detalles de cdmo las caveolas se disocian de la
membrana plasmatica no estan totalmente claros, si que esta completamente
aceptado que la endocitosis se produce por una fision caveolar de la
membrana, la cual se activa principalmente por un estimulo, como puede ser
la unién de un ligando a su receptor (Pietiainen et al., 2005). La caveola
citoplasmica (vesicula caveolar) tiene la funcién de transporte de los

componentes proteicos que porta, y los transfiere, presumiblemente,



mediante su fusién a unas estructuras citoplasmicas de mayor tamafio,
denominadas caveosomas.

Los caveosomas estan altamente enriquecidos con caveolina-1, pero
dan negativo a los marcadores de endosomas por via clatrina (Pelkmans and
Helenius, 2002), y a proteinas marcadoras de lisosomas, Golgi o reticulo
endoplasmico. Sin embargo, el analisis ultra-estructural muestra que su
forma es vesicular y son heterogéneos en cuanto a tamafio (Kartenbeck et
al., 1989; Pelkmans et al., 2001). Los caveosomas se dirigen a la membrana
perinuclear del reticulo endoplasmico o Golgi, liberando su contenido proteico
(Pelkmans et al., 2001), pero el mecanismo de transporte de estas moléculas
al nicleo esta aln sin esclarecer (Kasamatsu and Nakanishi, 1998). Es
importante destacar que el citoesqueleto de actina juega un papel esencial,
tanto en la formacion de vesiculas caveolares, como en la transferencia de
estas vesiculas a lo largo del citoplasma. Este proceso contrasta con la
internalizacion de vesiculas dependientes de clatrina, en donde el proceso de
internalizacion no es estrictamente dependiente del citoesqueleto de actina
(Brodsky et al., 2001; Fujimoto et al., 2000).

Hay que destacar, que se ha descrito una conexion entre los
caveosomas Yy los endosomas tempranos dependientes de clatrina. Asi,
ciertas proteinas asociadas a rafts pueden ser internalizadas mediante
endocitosis mediada por clatrina, aunque esta via no haya sido asociada con
los lipid rafts (Nichols, 2003). Ciertos componentes proteicos que solo
pueden residir y transportarse en caveosomas, deberian detectarse, solo y
exclusivamente, en reticulo endoplasmico o Golgi, pero se ha detectado su
reciclaje en membrana plasmatica (Lalli and Schiavo, 2002; Nichols et al.,

2001). La existencia de dos rutas de tréfico caveolar donde participan, tanto
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los caveosomas como los endosomas, ha generado numerosas preguntas en

cuanto a su independencia.
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Esquema 3. Representacion esquematica de la endocitosis mediada por clatrina y de
la endocitosis caveolar. Tras un estimulo, se produce la traslocacion del receptor a lipid
rafts caveolae, y su internalizacion se produce por una fision de las caveolas de la membrana
plasmatica, formando vesiculas caveolares, que se fusionan a los caveosomas
citopldsmicos, responsables de conducir el receptor al reticulo endoplasmico o Golgi, y
posteriormente, al nicleo celular. Pero, puede ocurrir que, tanto las vesiculas caveolares
como los caveosomas, se fusionen con la membrana de endosomas tempranos
dependientes de clatrina, y el receptor siga el trafico normal de degradacion por lisosomas o

reciclaje a membrana plasmatica.
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Se ha demostrado que las vesiculas caveolares, después de
internalizacién, se fusionan con los caveosomas en el citoplasma, pero
también pueden acoplarse con la membrana de endosomas tempranos, no
fusionandose completamente, con el fin de preservar su compartimento,
reteniendo sus componentes lipidicos y proteicos (Pelkmans et al., 2004).
Puesto que los endosomas tempranos generan, por una parte cuerpos
multivesiculares 0 exosomas, que son vesiculas responsables de liberar
componentes de nuevo a la membrana a través de su fusion exocitica con la
misma, y por otra, generan endosomas tardios, que directamente liberan su
contenido proteico en los lisosomas para su degradacion, se ha propuesto
que el sistema caveolar conecta con organulos, tanto endociticos como

exociticos (Pelkmans et al., 2004) (ver Esquema 3).
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Capitulo 2: OBJETIVOS

Evidencias de los Gltimos afios sugieren la participacion de procesos
inflamatorios en el desarrollo de la hepatopatia alcohélica. Sin embargo,
aunque el TNF-a vy la IL-1b son las dos citoquinas que inician los procesos
inflamatorios, y ambas estan elevadas en el suero de individuos con
hepatopatia alcohdlica, existe poca informacion sobre si el etanol potencia las
vias intracelulares asociadas a la IL-1b, que pueden conducir a un aumento
de mediadores inflamatorios y dafio en el hepatocito.

Al mismo tiempo, puesto que datos de nuestro laboratorio indican la
susceptibilidad del cerebro y de las células gliales a los efectos toxicos del
etanol, quisimos evaluar la posible participacion de procesos inflamatorios y
de la respuesta inmune innata en el dafio que induce el alcohol en cerebro y
en astroglia.

Por tanto, los objetivos han sido los siguientes:

1.- Determinar si el dafio hepatico inducido por el consumo
cronico de alcohol, se asocia con un aumento de citoquinas
inflamatorias y una estimulacion de la sefalizacion intracelular

producida por IL-1b y LPS en higado y en hepatocitos en cultivo.

2.- Evaluar si el consumo de alcohol incrementa los mediadores

inflamatorios, y causa dafio y muerte celular en cerebro y en astrocitos.
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3- Analizar si el consumo de alcohol causa una activacion de la
respuesta inmune innata en cerebro y en astrocitos, estimulando la via

de sefializacion asociada a los receptores TLR4 e IL-1RI.

4.- Investigar si los efectos neuroinflamatorios del etanol tienen
lugar a través de su accién sobre TLR4 e IL-1RI, mediante la inhibicidn

de estos receptores con anticuerpos bloqueantes especificos.

5.- Determinar si el efecto del etanol sobre los receptores TLR4 e
IL-1RI se produce a través de su interaccion con los microdominios de

membrana lipid rafts.

6.- Comparar la internalizacion y endocitosis del receptor IL-1RI

tras el tratamiento con etanol e IL-1b en astrocitos.
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Capitulo 3: MATERIAL Y METODOS

3.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Los animales de experimentacion utilizados fueron ratas hembras de
raza Wistar, con un peso inicial de 150-170 gr, criadas en perfectas
condiciones de higiene, climatizacion (23+1 °C), humedad (60 %) y con ciclos
de luz/oscuridad (12/12 h).

Los animales se distribuyeron aleatoriamente en tres grupos, seguin
la dieta administrada:

1.- Control: ratas alimentadas con dieta liquida isocalérica (dieta
liquida control).

2.- Alcohol: ratas alimentadas con dieta liquida que contenia 5% (w/v)
de etanol (dieta liquida alcohdlica).

3.- Dieta sdlida: ratas alimentadas con dieta solida convencional y
agua (dieta solida control).

3.1.1. Animales con dieta liquida

Las ratas del grupo control y alcohol fueron alimentadas con una
dieta liquida formulada por Lieber-DeCarli (Lieber and DeCarli, 1994), que
consiste en una mezcla de proteinas, vitaminas, minerales, carbohidratos y
grasa. En la dieta liquida alcohol, éste se introduce en una proporcion del 5%
(viv), y en la dieta control, las calorias del etanol se sustituyen por
carbohidratos (isocaldrica). La ventaja de esta dieta, es que el animal toma
los elementos nutritivos al mismo tiempo que consume el alcohol, eliminando

la desnutricion que acompafia a su consumo, y pudiendo estudiar el efecto
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directo del alcohol en el organismo. En la tabla 3.1 se muestra la composicién

cuantitativa de las dietas control y alcohol.

COMPONENTES DIETA CONTROL DIETA ALCOHOL
Leche entera 345 gr 345 gr
Leche desnatada 345 gr 345 gr
DL-metionina 29r 2,4 gr
L-cistina 3,25 ¢gr 39¢r
Aceite maiz 3,26 ml 12,45 ml
Aceite oliva 10,44 ml 3,9 ml
Tween 80 0,750 ml 0,9 ml
Sacarosa 182,6 gr 63 gr
Dextrina/Maltosa 267 gr 66 gr
Mezcla vitaminas 20 gr 24 gr
Mezcla sales 50 gr 60 gr
Colina bitartrato 3,50r 3,50r
Gum Xanthan 12 gr 12 gr
Cl2zn 0,07 gr 0,07 gr
Sacarina 3ml 3ml
Celulosa 60 gr 60 gr
Etanol 414 ml
Agua c.s.p. 6L 6L

Tabla 3.1- Composicion de las dietas liquidas control y alcohol.
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Los animales fueron alimentados con dieta liquida alcohol ad libitum
durante 20 semanas. Durante este tiempo, los animales alimentados con
dieta liquida control se les restringi6 la dieta, suministrandoles diariamente la
misma cantidad que consumian los animales alcohol (paralelamente
alimentados). A partir de las cuatro semanas de alcoholizacion con dieta
liquida se considera que los animales son dependientes al alcohol. Ademas,
la concentracion de alcohol en sangre que se alcanza con la dieta liquida, es
de 24,5 £ 6 mM (Sigma Aldrich Quimica kit), que se encuentra en el rango de
valores observados en sangre de pacientes alcohdlicos (10-125 mM) (Adachi
etal., 1991).

Los animales alimentados con las dietas liquidas control y alcohol se
utilizaron para diferentes protocolos experimentales:

19 Los higados y los cerebros (cortezas cerebrales) se congelaron a
-70°C para su posterior tratamiento y analisis del efecto cronico del etanol in
Vivo.

2°) los higados de ratas control y alcoholizadas se usaron para el
aislamiento de hepatocitos en cultivo primario, cuya metodologia se describe

posteriormente (Seccion 3.2.1).

3.1.2. Animales con dieta solida

Las ratas del grupo control solido fueron alimentadas con dieta sélida
estandar y agua ad libitum. Las hembras se expusieron a los machos por la
noche, y tras confirmar la gestacion (presencia de espermatozoides en el
flujo vaginal), las hembras prefiadas se sacrificaron a los 21 dias de
gestacion, y los cerebros de los fetos se utilizaron para el establecimiento de

los cultivos primarios de astrocitos (seccion 3.2.2).



3.2. CULTIVOS CELULARES

3.2.1. Cultivo primario de hepatocitos

Para el aislamiento y cultivo de hepatocitos se conté con la
colaboracion de la Dra. M. J. Gdmez-Lechon del Centro de Investigacion
Hospital La Fe.

Se utilizaron ratas hembras alimentadas con dieta control o
alcoholica. EI método de aislamiento de los hepatocitos consiste basicamente
en la perfusion in situ, a través del sistema vascular del higado, con
colagenasa para desintegrar la trama conectiva intercelular y liberar las
células. La perfusion se realiza en dos etapas. Inicialmente se perfunde el
higado con solucion salina de Krebs-Henseleit (pH 7.5, glucosa 10 mM,
EGTA 0.5 mM) exenta de Cat+, con un flujo de 16-18 ml/min. A
continuacion, se realiza una perfusion recirculante durante 10 min con la
misma solucion salina, esta vez sin EGTA, pero conteniendo Cl.Ca 2.5 mM y
colagenasa 0.025%. Este método proporciona un rendimiento muy elevado
en el aislamiento de hepatocitos (25-30x106 células viables por gr de higado).
La viabilidad celular se determina mediante el test de exclusion con el
colorante azul tripan y habitualmente es de 85-95%. Los hepatocitos recién
obtenidos se siembran a una densidad de 5x105 células/ml en medio de
cultivo Ham F-12/L-15 (1:1) complementando con 0.2% de albUmina, 2% de
suero de ternera, 10 M insulina y antibi6ticos (Invitrogen-Gibco), en placas
de cultivo de plastico (80x103 celulas/cm?). El medio se renueva una hora
tras la siembra, y a partir de las 24 horas los hepatocitos se cultivan en el
mismo medio pero sin suero, suplementando el medio con insulina y

dexametasona a una concentracion de 108 M. Los hepatocitos se cultivaron
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durante 3 dias. La pureza de los cultivos se comprobd mediante
inmunofluorescencia  utilizando  anticuerpos  para las  enzimas
intramitocondriales del ciclo de la urea CPS | y OTC (marcadores de
hepatocitos) y ED-2 y -1 (marcadores de células de Kupffer y monocitos,
respectivamente) (Serotec Ltd.) (Barbe et al., 1990). Bajo nuestras
condiciones, el 99,95% de células expresaron CPS y OTC, mientras que solo

un 0,05% fueron positivas para ED-2 y ninguna para ED-1.

3.2.2. Cultivo primario de astrocitos

Se utilizaron cultivos primarios de astrocitos tipo-1 procedentes de
corteza cerebral de fetos de 21 dias de ratas control con dieta sdlida,
siguiendo procedimientos anteriormente descritos (Guerri et al., 1990).
Concretamente, los animales se sacrificaron, y tras extraer los cerebros en
condiciones estériles, las cortezas cerebrales se diseccionaron, eliminando
las meninges y otras partes de cerebro, y las células se disgregaron
mediante aspiracion con una pipeta de 10 ml en medio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium). El extracto celular se agitd en un vortex a maxima
velocidad durante un minuto y se filtro a través de una malla de nylon con un
tamafio de poro de 80 nmm, para eliminar los agregados celulares. El extracto
se mezclé con DMEM contenie ndo 20% de suero bovino fetal (SBF), 1% de
penicilina/estreptomicina (concentracion final:1000 unidades/ml), 1% de
fungizona (2.5ug/ml), 1% de glutamina (2mM) (Invitrogen-Gibco) y 1000 mg/L
de glucosa extra, y se sembro en placas de 100 y 60 cm de didmetro, o sobre
cubres de 16mm, para los experimentos de inmunofluorescencia. Los cultivos
se crecieron en un incubador a 37°C, al 5% CO2/95% aire. El medio de

cultivo se cambi6 dos veces por semana, y tras siete dias de crecimiento, el
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contenido de SBF se redujo al 10%. Los astrocitos se dejaron crecer hasta su
confluencia y se usaron después de once dias de cultivo.

La pureza de los cultivos se comprobd mediante inmunofluorescencia
utilizando los anticuerpos contra las siguientes proteinas: GFAP o proteina
acidica fibrilar de la glia (marcadora de células astrogliales), CD-68
(marcador de microglia), MAP-2 (marcador neuronal) y MBP o proteina
basica de mielina (marcador de oligodendroglia). En nuestras condiciones, el
99% de las células fueron GFAP positivas.

Los diferentes tratamientos se afiadieron al medio DMEM, al que
previamente se le elimin6 el SBF, sustituyéndolo por albimina bovina del

suero (BSA), 1 mg/ml.

3.3. DISENO EXPERIMENTAL Y TRATAMIENTOS DE ETANOL EN LOS
CULTIVOS CELULARES

Para el mantenimiento de una concentracion adecuada de etanol en
el medio, los cultivos se mantuvieron en el incubador en recipientes cerrados
que contenian una placa con agua destilada y etanol a la misma
concentracion del medio de cultivo, garantizando asi, la saturacién del aire y

evitar la evaporacion.
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3.3.1. Tratamientos de etanol y protocolo experimental en cultivos
primarios de hepatocitos
Los hepatocitos en condiciones de confluencia, que ocurre a las 48 h
de cultivo, se les elimind el SBF, y se afiadié al medio de cultivo etanol (25 'y
50 mM), manteniéndose durante 24 horas
En los experimentos en los que se estudiaba el efecto de la
estimulacion del lipopolisacarido bacteriano, 50 ng/ml (LPS, de Escherichia
coli, serotipo 026:B6, Sigma Aldrich) o de la interleuquina-1-beta, 10 ng/ml
(IL-1b) (Sigma Aldrich), estos compuestos se adicionaron al medio de cultivo
sin SBF, junto con el etanol o individualmente, durante 10, 30 min 0 24 h,
dependiendo del andlisis a realizar. En algunos estudios, los hepatocitos
control y procedentes de ratas alcohdlicas, se pre-trataron dos horas antes
del tratamiento con etanol, con los inhibidores PD-98059 (10 nM), SB-203580
(10 mM) (Sigma-Aldrich) o vehiculo (DMSO), que bloguean la actividad de las

quinasas ERK1/2 y p38, respectivamente.

3.3.2. Tratamientos de etanol y protocolo experimental en cultivos
primarios de astrocitos

Para analizar el efecto cronico del etanol in vitro, al 4° dia de cultivo se
afiadié el etanol a una concentracion de 75 mM, y se mantuvieron las células
con el tratamiento hasta el dia 11 de cultivo. Por tanto, los astrocitos
estuvieron expuestos al etanol durante 7 dias. La concentracion de etanol se
determind enziméaticamente cada dia (Sigma-Aldrich Quimica kit). La
concentracion de alcohol que utilizamos, 75 mM, se encuentra dentro del
rango de los niveles sanguineos de etanol encontrado en alcohoélicos (Adachi
etal., 1991).
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Para analizar el efecto agudo del etanol in vitro, se usaron astrocitos al
dia 11 de cultivo, a los que previamente se les habia eliminado el suero, y
afiadido BSA 1mg/ml durante 12 h. Se analizaron diferentes concentraciones
de etanol (0, 2, 8, 10, 20, 40, 50, 100 y 200 mM) y diferentes tiempos de
exposicion (0, 5, 10, 15, 30 min, 1, 3, 24y 72 h).

En algunos experimentos, tras estimular las células con LPS (50
ng/ml), IL-1b (10 ng/ml) o etanol (10 y 50 mM), durante diferentes periodos
de tiempo (0, 5, 10, 15, 30 y 60 min) en medio sin SBF, se aislaron los lipid
rafts (seccion 3.10).

En otros estudios, se utilizaron anticuerpos bloqueantes de los
receptores IL-1RI y TLR4, especificamente se usaron anti-IL-1RI (BD
Pharmingen) y anti-TLR4 (Santa Cruz Biotechnology), que se pre-incubaron
durante 30 min antes, y durante el tratamiento con etanol a 50 mM. Estos
anticuerpos son capaces de bloquear la unién al receptor de los ligandos
especificos, como son IL-1b y LPS, respectivamente, reaccionando con gran
afinidad con el dominio extracelular de IL-1RI'y TLR4 (Chow et al., 1999;
Mclintyre et al., 1991).

Finalmente, otro tratamiento experimental utilizado, ha sido el pre-
tratamiento (2 horas) de los astrocitos con inhibidores de la activacion del
factor de transcripcion NF-kB, como son BAY 11-7082 (5 nM) o
ditiocarbamato de pirrolidina PDTC (100 nM) (Sigma-Aldrich), antes y
durante el tratamiento con etanol (50 mM) de 30 min o0 24 h. BAY 11-7082
previene la fosforilacion de IkB-a, y por tanto, su union con NF-kB y
posterior activacion (Ohkita et al., 2002). PDTC previene la fosforilacion y
degradacion de IkB-a, asi como la traslocacion nuclear de NF-kB (Wu et al.,
1996).
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3.4. PREPARACION DE EXTRACTOS CELULARES Y TISULARES

3.4.1. Aislamiento de fracciones subcelulares hepaticas

Para el aislamiento de fracciones subcelulares en tejido, los higados
obtenidos de animales control y tras un consumo cronico de alcohol se
homogeneizaron con sacarosa 0.25M + Tris-HCI 10mM (0,5ml / 0,1gr) y
mediante centrifugacion diferencial se separaron las fracciones nuclear,
mitocondrial, citosolica y microsomal. Especificamente, el lisado celular se
centrifugd a 1000xg 10 min, obteniendo la fraccion nuclear en el precipitado.
El sobrenadante se centrifugd nuevamente a 10000xg 10 min, quedando la
fraccion mitocondrial en el precipitado, y tras centrifugar el sobrenadante a
100000xg 90 min, se obtuvo la fraccion microsomal en el pre cipitado, y la
fraccion citosdlica en el sobrenadante. Las fracciones precipitadas se
resuspendieron en tampdn de lisis (0,1% SDS, 0,5% Sodio Deoxicolato, 1%
Nonidet P-40).

3.4.2. Obtencion del lisado de hepatocitos
Tras los correspondientes tratamientos, los hepatocitos se lavaron con
PBS frio, se despegaron mediante rascado, se centrifugaron y el precipitado
se resuspendié en tampdn de lisis 0,1% SDS, 0,5% Sodio Deoxicolato, 1%
Nonidet P-40, 1.25 mM PMSF, 40 nM leupeptina, 10 ng/ml aprotinina, 1 mM
ortovanadato sodico. Tras mantener el lisado en hielo durante 30 min, se
centrifugd a 13000 rpm durante 15 min a 4°C y se obtuvo el sobrenadante

como extracto proteico.
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3.4.3. Aislamiento de fracciones subcelulares de astrocitos

Para el estudio de la activacion de NF-kB en el nucleo y degradacion
de IkB-a en citoplasma, fue necesaria la separacion de ndcleo y citoplasma.
Este fraccionamiento se realiz6 tal y como se describe en el trabajo de
(Ishida et al., 2002).

Los astrocitos se lavaron con PBS, se centrifugaron y el precipitado
obtenido se resuspendio en 200l de solucion | (Na2HPO4 5mM pH7.4, NaCl
50mM, sacarosa 150mM, KCI 5mM, DTT 2mM, MgCl> 1mM, CaClz 0.5mM y
PMSF 0.1mM), a la que se le afiadio un 0.2% de Nonidet R40 fresco.
Después de 5 min en hielo y vortex suave, se centrifugd a 1000xg durante
10min (4°C). El sobrenadante obtenido fue la fraccion citoplasmatica. El
precipitado se resuspendié en 100l de solucion | sin NP-40. Esta suspension
se depositd suavemente sobre 1ml de solucién Il (Tris-HCI 2.5mM pH 7.4,
NaCl 10mM, 30% sacarosa), generando un gradiente que se centrifugo a
1000xg durante 10min a 4°C para purificar los nucleos. Finalmente, la
fraccion nuclear se lisd con 40ul de solucion Il (Tris-HCI 50mM pH7.4, NaCl
300mM, Triton X-100 0.5%) y se recogié por centrifugacion a 10000xg

durante 10min a 4°C.

3.4.4. Obtencidn del lisado de corteza cerebral y astrocitos

Tanto las cortezas cerebrales obtenidas de ratas control y
alcoholizadas, como los astrocitos obtenidos tras los diferentes tratamientos,
se lavaron con PBS frio, y se resuspendieron en tampdn de lisis 1% NP-40,
20mM Tris-HCl pH8, 130mM NaCl, 10mM NaF, 10ug/ml aprotinina, 40uM
leupeptina, ImM DTT, 1ImM NagVOs, y ImM PMSF (para corteza cerebral 0,3
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ml/0,1 gr). Después de una incubacion en hielo de 30min, se centrifugd a

16000xg durante 10 min y se recogid el sobrenadante.

3.5. TECNICAS ELECTROFORETICAS: ANALISIS DE
INMUNOTRANSFERENCIA,  INMUNOPRECIPITACION /  ENSAYO
QUINASA IN VITRO Y ENSAYO DE MOVILIDAD ELECTROFORETICA EN
GEL DE RETARDO

3.5.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)
La concentracion de proteina, tanto en las fracciones subcelulares
como en los lisados totales, se cuantificd por Bradford (Bio-Rad).

Se utilizaron geles de 1,5 mm de grosor con porcentajes de acrilamida
(en el gel separador) entre el 8 y el 15% segln el peso molecular de los
fragmentos proteicos a resolver y adicionando dodecil sulfato sodico (SDS).
Se mantuvo una relacion acrilamida:bis-acrilamida de 30:0,8 en todos los
casos. A las muestras obtenidas se les afiadié tampdn de carga 6x (350mM
Tris pH 6.8, 30% glicerol, 30% mercaptoetanol, 100gr/L SDS, 200mg/L azul
de bromofenol) y se hirvieron durante 4 min. Para la electroforesis se utilizo
un sistema Mini Protean de Bio-Rad en tampén: 6gr/L de Trizma base, 2.88
gr/L de glicina'y 20 gr/L de SDS.

Las proteinas separadas por SDS-PAGE se transfirieron a membranas
de PVDF (Immobilon Transfer Membrane, Millipore) en tampdn 3gr/L de
Trizma base, 1.44 gr/L de glicina y un 20% de metanol, durante 1h a 100V.
Las membranas se bloquearon durante 60min en leche desnatada al 5% en
TBS-Tween (TBS-T) 0.1% (Tris 20mM y NaCl 500mM pH 7.5) y se incubaron

durante toda la noche a 4°C, en agitacion, con los correspondientes
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anticuerpos primarios. Las membranas se lavaron 3-4 veces con TBS-T 0.1%
y se incubaron con los anticuerpos secundarios —anti IgG-conjugado con
HRP (anti-raton peroxidasa, 1:1000, Santa Cruz; anti-conejo peroxidasa,
1:20000, Sigma; anti-cabra peroxidasa, 1:10000, Sigma) durante 1 h a
temperatura ambiente. Finalmente, las membranas se revelaron mediante
quimioluminiscencia utilizando ECL-Plus (Amersham) y se expusieron a films
MXG de Kodak o Hyperfilm de Amersham.

En algunos casos, las membranas se reincubaron nuevamente con
otros anticuerpos. Para ello, antes del bloqueo, las membranas se trataron
con 200mM de glicina pH 2.5y 0.4% de SDS durante 30 min, a temperatura
ambiente.

Los anticuerpos utilizados con sus correspondientes diluciones,
organismo de origen, pesos moleculares de hs proteinas a detectar, asi
como las casas comerciales donde se han obtenido cada uno de ellos, se

detallan en la tabla 3.2.

ANTICUERPOS ORGANISMO  DILUCION PM CASA
PRIMARIOS (KDa) COMERCIAL
IL-1RI conejo 1:100 80 Pharmingen
IRAK raton 1:200 100 Trans. Lab.
IL-10R conejo 1:250 90-110 Santa Cruz
P-ERK raton 1:250 42-44 Santa Cruz
ERK1/2 conejo 1:500 42-44 Santa Cruz
IkB-a raton 1:50 37 Santa Cruz

NF-kB p65 conejo 1:50 65 Santa Cruz
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COX-2 conejo 1:1000 72 Cayman C.
INOS conejo 1:200 130 Santa Cruz
P-p38 conejo 1:200 43 Cell Sign.
p-38 conejo 1:250 38 Santa Cruz
P-SAPK/INK conejo 1:250 46-54 Cell Sign.
JNK conejo 1:250 46-54 Santa Cruz
Caspasa-3 conejo 1:250 32-20 Santa Cruz
CD11b cabra 1:100 165-95 Santa Cruz
NG2 conejo 1:100 250 Santa Cruz
a - tubulina raton 1:100 55 Sigma
TLR4 cabra 1:50 110 Santa Cruz
Caveolina-1 conejo 1:500 22 Sigma
Flotilina-1 conejo 1:100 45 Santa Cruz
MyD88 conejo 1:500 35 Santa Cruz
Lamina A/C conejo 1:1000 70 Cell Sign.

Tabla 3.2.- Lista detallada de los anticuerpos utilizados.

3.5.2. Inmunoprecipitacion y ensayo quinasa in vitro

Esta técnica se utiliz6 para estudiar la fosforilacion in vitro de
quinasas asociadas a los receptores IL-1RI y TLR4 en hepatocitos en cultivo.
El protocolo experimental fue el sig uiente: Tras estimular los hepatocitos con
IL-1b o LPS durante 10 min en medio sin SBF, con o sin tratamiento con
etanol, las células se lisaron (tampdn de lisis: 0,1% SDS, 0,5% Sodio
Deoxicolato, 1% Nonidet P-40, 1.25 mM PMSF, 40 nM leupeptina, 10 ngy/ml



aprotinina, 1 mM ortovanadato sodico), y se incubaron con los anticuerpos
anti-IRAK y anti-ERK1/2 en una proporcion 1ug de anticuerpo por cada
200ug de proteina, a 4°C durante 2-4 h. Transcurrido este tiempo, se afiadio
al lisado, proteina G plus unida a agarosa (Santa Cruz), previamente lavada
3 veces con el tampon de lisis, en una proporcion 10ul de Gagarosa por
cada 100ug de proteina, y se inmunoprecipitaron durante 2 h mas a 4°C. El
inmunoprecipitado se lavo 3 veces con tampon de lisis, y una vez, con el
tampén quinasa: 20 mM HEPES pH 7,6, 20 mM MgClz, 20 mM
paranitrofenilfosfato, 1 mM EDTA, 1 mM ortovanadato sodico, 1 mM DTT,
Posteriormente se centrifugd a 10000 rpm 2 min 4°C, y el inmunoprecipitado
resultante se resuspendio en 50 n de tampon quinasa, suplementado con
adenosina tri-fosfato (ATP) 5 mM, proteina bésica de la mielina (MBP) 1 ny
(Sigma) y [gr32P] ATP (1 m, 10 nCi) (Amersham Biosciences). La mezcla de
reaccion se incubd durante 30 min a 37°C. Transcurrida la reaccion, se
afiadié 10 m de tampon de carga y las muestras se hirvieron durante 4 min.
Tras separar las proteinas en SDS-PAGE con geles al 15% de acrilamida, el
gel se seco al vacio durante 60 min a 70°C, se expuso a films para rayos X
durante 30-60 min a -80°C y finalmente se cuantificd con Phosphorimager
(Biorad).

3.5.3. Ensayo de movilidad electroforética en gel de retardo
(EMSA)

Esta técnica se utilizo para determinar los factores de transcripcion
NF-kB y AP-1y su activacion por diferentes tratamientos. Estos factores de
transcripcion se determinaron en hepatocitos en cultivo (tratados con IL-1b o

LPS), en corteza cerebral de ratas control y alcoholizadas, y en astrocitos
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tratados con etanol. Para esk ensayo se aislaron extractos nucleares
utilizando un kit comercial (Nuclei Pure Prep Nuclei isolation kit, Sigma),
disefiado para la obtencion de nucleos, tanto en células en cultivo como en
muestras tisulares. Mediante este procedimiento que utiliza gradientes de
sacarosa se obtiene una gran pureza nuclear.

Para el EMSA se utilizé una mezcla de reaccién que contenia: 10 ny
de extractos nucleares, 7.5 ng/ml BSA, 1 ng poli (d-dC) (Amersham
Biosciences), 5 m de tampon de unién (5 mM MgClz, 0.25 mM EDTA, 2.5 mM
DTT, 175 mM NaCl, 37.5% glicerol, 37.5 mM HEPES) y 50000 cpm de
oligonucleotidos consenso para NF-kB y AP-1 (Santa Cruz) marcados con [¢+
32p] ATP. La mezcla de reaccion se incub6 30 min a T.A. La verificacion de
los lugares de unidn especificos para NF-kB y AP-1 se realiz6 mediante
ensayos de competicion, afiadiendo 100 veces la cantidad de
oligonucledtidos no marcados. La mezcla de reaccion se analiz6 mediante
SDS-PAGE al 5% de acrilamida. El gel se secd al vacio durante 60 min a
70°C, se expuso en films para rayos X durante 24h a -80°C y finalmente se
cuantifico con Phosphorimager (Biorad). Los oligonucleétidos consenso de
NF-kB y AP-1 utilizados para este ensayo fueron:

1) NF-kB, 5-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3'
2) AP-1, 5-CGCTTGATGACTCAGCCGGGA-3..
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3.6. ANALISIS POR INMUNOFLUORESCENCIA

Como estudio adicional a la medida de activacion de factores de
transcripcion mediante  EMSA, se realizd0 ademas un andlisis por
inmunofluorescencia de NF-kB, para corroborar que su activacion conllevaba
a su traslocacion al ntcleo de la célula. Para ello, los astrocitos dell dias de
cultivo se sembraron en cubres de 16 mm, y tras estimularlos con etanol
durante 30 min y 24 h, las células se lavaron con tampon fosfato salino Ca++,
Mg++ (PBS + 1.5mM MgCl, + 1mM CaCl;) (Gibco) frio y se fijaron con
formaldehido (Merck) al 3.7% en PBS durante 20 minutos a temperatura
ambiente. Tras cinco lavados con PBS, se permeabilizaron con 5% suero
bovino fetal, 5% suero de cabra normal y 0.1% Triton X-100 en PBS.
Posteriormente, las células se incubaron con los anticuerpos anti-p65 NF-kB
de conejo (1:1000, Santa Cruz) y anti-GFAP de raton (1:200, Sigma-Aldrich)
durante 2 h a T.A. Tras varios lavados con PBS, las células se incubaron con
anticuerpos secundarios conjugados con fluoresceina y rodamina, (anti-raton
conjugado con fluoresceina ,1:200, Sigma-Aldrich y anti-conejo conjugado
con rodamina.1:200, Sigma-Aldrich). Una vez incubados los anticuerpos
secundarios, los cubres se lavaron varias veces con PBS, y el nlcleo celular
se tifi con Hoechst (1:20000, Molecular Probes). Para el montaje se utiliz6
FA Mounting Fluid (BD Disco) y las micrografias se tomaron con un
microscopio Zeiss (Axioskop) utilizando el programa SPOT.

Otro de los ensayos realizados por inmunofluorescencia, fue la
deteccion del receptor IL-1RI, junto con marcadores de los lipid rafts, para el
estudio de movilidad del mismo y su colocalizacién. Los astrocitos se

sembraron en cubres de 16 mm, y tras 11 dias de cultivo se realizaron los



57

tratamientos con etanol (10 y 50 mM) o con IL-1b (10 ng/ml), durante 0, 5, 10
y 30 min. Para los experimentos de colocalizacion con IL-1RI, se uso
Vybrant® Alexa Fluor 488 Lipid rafts labeling kit (Molecular Probes),
constituido por la subunidad B de la toxina colérica (CT-B) conjugada a Alexa
Fluor 488 fluorescente en verde, que se une especificamente al gangliésido
Gwm1 de membrana, y que es un componente selectivo de los lipid rafts. Para
este procedimiento las células se lavaron 2-3 veces con medio completo frio,
y se incubaron con CT-B en PBS a 4°C durante 10 min. Posteriormente, tras
lavarse con PBS frio, las células se fijaron con formaldehido al 3,7%, y se
incubaron en oscuridad durante 1 h a T.A. con la solucién de bloqueo (10%
suero bovino fetal, 5% leche desnatada en polvo, 0.5% BSA en PBS).
Posteriormente, las células se incubaron con anti-IL-1RI, seguido de un anti-
conejo conjugado con rodamina (1:200, Jackson Immunoresearch) en PBS.

Una vez incubados los anticuerpos secundarios, los cubres se
lavaron varias veces con PBS y el nlcleo se tifio con Hoechst (1:20000,
Molecular Probes). Para el montaje se utilizd FA Mounting Fluid (BD Disco) y
las micrografias se tomaron con un microscopio confocal LCS Lite TCS-
AOBS-SP2 (Zeiss).

3.7. DETERMINACION DE CITOQUINAS PRO-INFLAMATORIAS (IL-1b y
TNF-a) Y ANTI-INFLAMATORIAS (IL-10)

Los niveles de citoquinas IL-1b, IL-10 y TNFa (pg/ml) se
determinaron mediante ELISA especificos (R & D System, para IL-1b y TNF-
a y Pharmingen, para IL-10), tanto en suero y cerebro, como en el medio de

hepatocitos 0 astrocitos en cultivos controles y expuestos al alcohol. Para
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estas Ultimas determinaciones, las células se mantuvieron con medio definido
y sin suero, y las citoquinas se determinaron en el medio de 24 0 48 h de
cultivo. Para determinar niveles de citoquinas en corteza cerebral, las
muestras de cerebro se pulverizaron mecanicamente con un politrén, y se
lisaron en tampon 10 mM Tris pH 8.0, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM
PMSF, 1% Triton %100, durante 1 h a 4°C. Tras centrifugar el lisado a

10000xg 10 min, las citoquinas se determinaron en el sobrenadante.

3.8. DETERMINACION DE LA EXPRESION DE LOS ARNm DE LOS
RECEPTORES IL-1R! e IL-10R Y DE LAS PROTEINAS INFLAMATORIAS
iNOS Y COX-2 MEDIANTE REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
(RT-PCR)

Ademas de la medida de las proteinas IL-1RI, IL-10R, COX-2 e INOS
mediante inmunotransferencia (Seccion 3.5), se analizaron los niveles de
ARNm mediante RT-PCR (SYBR® Green PCR, Applied Biosystems).

El ARN total se extrajo utilizando el kit TriReagent RNA (Sigma). La
reaccion en cadena de la polimerasa se efectud con 100 ng de ARN total y a
una temperatura de 65°C durante 35 ciclos, con los cebadores que se
describen a continuacion, y utilizando la ciclofilina como referencia:

- IL-1RI: 5? 3' GATTATGAGCCCACGGAATGA

reverso 5'? 3' CGTGACGTTGCAGATCAGTTG
- IL-10R: 5? 3 TCGAGGAAGCCTCCCGACTT

reverso 5'? 3' TCAGCTCGGGTGACACCTTT
- iNOS: 57 3 CGGGATGTGGCTACCACTTT

reverso 5? 3' GTAATCCTCAACCTGCTCCTCACTC
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- COX-2. 5?7 3 GGAAATGCTGCATTGTTGGTT
reverso 5? 3' CCACATCGGTTGCTCCTAACAT

- Ciclofilina: 5?7 3 GCCATCCAGCCACTCAGTCT
reverso 5?7 3' CAAATGCTGGACCAAACACAA

Los productos obtenidos de la PCR se analizaron y cuantificaron

mediante GeneAmp 5700 Sequence Detector.

3.9. MEDIDA DE APOPTOSIS Y CASPASA-3

Para evaluar la apoptosis se utilizd un kit (Cell death detection ELISA,
Roche) que cuantifica histonas asociadas a la fragmentacion del ADN de
pequefio tamafio (mono- y oligonucleosomas en fracciones citoplasmicas),
caracteristica de muerte celular por apoptosis. Se utilizaron lisados
citoplasmicos de las cortezas cerebrales y astrocitos en cultivo.

Para la medida de caspasa-3 se utilizd la técnica de

inmunotransferencia para detectar pro-caspasa 3 (32 kDa).

3.10. AISLAMIENTO DE MICRODOMINIOS DE MEMBRANA LIPID RAFTS
EN AUSENCIA DE DETERGENTE: USO DE Na2COs pH 11

Tras el tratamiento de los astrocitos con etanol (10 y 50 mM), IL-1b o
LPS a diferentes tiempos, se lavaron con PBS frio y se resuspendieron en
400 m de tampdn de homogeneizacion pH 11 (150 mM Na2COs, 2 mM
EDTA, 10 mM NasP207, 100 mM NaF, 1 mM ortovanadato sddico, 2 nmM
leupeptina, 0.5 mM PMSF, 2 nM aprotinina). El lisado se homogeneiz6
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pasandolo 10 veces a través de una jeringa de 25 G x 5/8" y posteriormente
sonicandolo 3 veces durante 10 segundos a 100% de potencia méxima. Se
recogié un volumen total de lisado de 370 my tras mezclarlo con 370 mde
de sacarosa al 80% (en agua bidestilada), se deposito en el fondo de un tubo
de ultracentrifuga de 4 ml. Posteriormente, se depositaron encima 1.640 ml
de una solucion de sacarosa al 35%, y 1.640 ml de solucion de sacarosa al
5% en MES (25 mM MES pH 6.5, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA). El gradiente
se centrifugd a 200000xg (39000 rpm) a 4°C durante 16 h, en una
ultracentrifuga XL-80 (Sorvall), utilizando un rotor SW60Ti (Sorvall).
Trascurrido este tiempo, se separaron fracciones de 0.5 ml del gradiente,
desde la fraccion 1 (menos densa) hasta la fraccion 8 (mas densa). El
precipitado resultante de la ultracentrifugacion se resuspendié en 0.5 ml de
tampon de homogeneizacion pH 11 con inhibidores de proteasas
(precipitado). Todas las fracciones se prepararon para su posterior analisis
por SDS-PAGE, cargando aprox. en cada pocillo del gel, 75 m de cada
fraccion. La comprobacion de que el aislamiento habia sido correcto, se
realizd mediante el uso de anticuerpos marcadores de los lipid rafts, como
anti-caveolina-1 y anti-flotilina-1. Normalmente, las fracciones mas
enriquecidas en caveolas solian estar en las fracciones 34-5, entre una

densidad del 15-25% de sacarosa.
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3.11. METODOS ESTADISTICOS

Para la cuantificacion del trabajo experimental se utilizd el programa
Graph Pad (version 3.0), y el programa Microsoft Excel, para el célculo de la
media y la SD (desviacion estandar), asi como la comprobacion de la
significacion mediante el test one- y two- way ANOVA. El programa Excel fue
empleado para la construccion de las gréaficas y el Adobe Photoshop (version

7.0) para el procesamiento de las imagenes de fluorescencia.
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4, RESULTADOS
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Capitulo 4: RESULTADOS

41. EL CONSUMO CRONICO DE ALCOHOL INDUCE DANO
INFLAMATORIO EN EL HIGADO Y ACTIVA LAS CASCADAS DE
SENALIZACION INTRACELULAR ASOCIADAS A IL-1b Y A LA
ENDOTOXINA LPS.

4.1.1. El consumo de alcohol causa dafio hepatico e incrementa
los niveles de IL-1b, TNF-a e IL-10 en suero: efecto de la administracion
de LPS.

Esta claramente demostrado que el consumo de alcohol causa dafio
hepético, en un rango que comienza por la esteatosis hasta la
esteatohepatitis, y en algunos casos, hasta la cirrosis. Aungue son muchos
los mecanismos que se han postulado para explicar los efectos del alcohol en
higado (Tsukamoto and Lu, 2001), estudios de los Gltimos afios sugieren que
los procesos inflamatorios desempefian un importante papel en la progresion
y patogenia de la hepatopatia alcohdlica (Tilg and Diehl, 2000).
Especificamente, ciertas citoquinas inflamatorias, tales como TNF-a, y la
endotoxina bacteriana LPS (liberada por el etanol a nivel intestinal), parecen
ser las responsables del inicio del dafio inflamatorio inducido por el etanol en
higado (Hoek and Pastorino, 2002). Dado que la citoquina IL-1b es una
citoquina pro-inflamatoria que interviene de forma activa en el proceso
inflamatorio, y que junto al TNF-a inicia la cascada de procesos que median
la inflamacion (Dinarello, 2000), quisimos estudiar la posible participacion de

esta citoquina y su respuesta, en la inflamacién asociada a la hepatopatia



alcoholica. Al mismo tiempo, quisimos analizar si la endotoxina LPS
potenciaba el dafio hepatico inducido por el etanol.

Para contestar a estas preguntas utilizamos ratas alimentadas con
una dieta liquida alcohdlica o control durante 20 semanas. Las ratas
alcoholizadas presentaban una hepatomegalia 0 incremento de peso
hepético con respecto al peso corporal (0.03 £ 0.005 gr en ratas control
frente a un 0.046 £ 0.006 gr en ratas alcohol). Este incremento en el peso
hepatico se acompafid de alteraciones ultraestructurales hepaticas
(incremento en el tamafio de los hepatocitos, dafio mitocondrial, acumulacion
de grasa, incremento del reticulo endoplasmico) (Valles et al., 2003), junto
con aumentos significativos en las enzimas séricas AST (aspartato
aminotransferasa, 43.7 £ 10 Ulllitro en ratas control frente a 95.15 + 14
Ul/litro en ratas alcohol) y ALT (alaninoaminotransferasa, 14.1 £+ 3 Ul/litro en
control frente a 34.15 £ 9.1 Ul/litro en ratas alcohol), enzimas marcadoras de
dafio hepético.

Para analizar si la endotoxina LPS potenciaba el dafio hepatico
inducido por el consumo de alcohol, se administrd esta toxina a animales
control y alcohdlicos. De acuerdo con resultados previos (Deaciuc et al.,
2000), la administracion intraperitoneal de LPS (0.5 mg/Kg), incrementé los
niveles en suero de AST (71.5 £ 3 Ul/litro) y de ALT (71.8 = 20 Ul/litro). Los
aumentos en los niveles de estas enzimas fue muy superior en las ratas
alcohdlicas inyectadas con LPS (AST 108 + 10 Ulflitro; ALT 150.3 £+ 30
Ul/litro) (Valles et al., 2003).

Paralelamente al incremento en los niveles de AST y ALT, el
consumo cronico de alcohol aumentd en 3 veces los niveles séricos de TNF-

a (9.6 £ 1.2 pg/ml en ratas control frente a 26.5 £ 10.2 pg/ml en ratas
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alcohol) y, en 4 y 7 veces los niveles de IL-1b e IL-10, respectivamente
(Figura 1). El tratamiento con LPS también indujo un incremento de los
valores séricos de estas citoquinas (10 veces para TNF-a, 5 veces para IL-
1b y 13 veces para IL-10), pero sblo los niveles de IL-1b e IL-10
incrementaron mucho mas al administrar LPS en ratas alcoholizadas. Estos

resultados se muestran en la Figura 1.

IL-1b en suero IL-10 en suero
4007 —Control 3001 Control
Etanol crénico it Etanol crénico

300 H *#
g -
3200+
(=X

1004

0

-LPS +LPS

Figura 1. El consumo cronico de alcohol, la administracion de LPS o ambos,

incrementan los niveles de IL-1b e IL-10 en suero. Ratas alimentadas con dieta liquida
control y alcohol, se les administr LPS a una concentracion 0.5 mg/kg. Transcurridas 24 h,
los niveles en suero de las citoquinas IL-1b e IL-10 se determinaron mediante ELISA
especificos, tal y como se describe en Material y Métodos (Seccién 3.7). Los datos se
presentan como media £ SD (n=5). * p< 0.01 frente al grupo dieta liquida control; # p< 0.05

frente a ratas no tratadas con LPS, en un test two-way ANOVA.



66

4.1.2. La estimulacion de hepatocitos en cultivo con etanol o
LPS causa liberacion de citoquinas inflamatorias.

Esté bien establecido que las células de Kupffer son las principales
productoras de citoquinas inflamatorias en el higado (Adachi et al., 1991;
Adachi et al., 1995; Nanji et al., 1993). Sin embargo, se desconoce si los
hepatocitos pueden liberar citoquinas, en presencia de endotoxinas u otros
estimulos. Hay que considerar que la poblacion de hepatocitos representa el
85% del volumen hepatico (Tsukamoto and Lu, 2001), y que la liberacion de
citoquinas por estas células podria contribuir al aumento de citoquinas que
observamos en animales alcohdlicos.

Por tanto, nuestro siguiente objetivo, fue aislar hepatocitos de
animales control y alcohdlicos, estimularlos con LPS y etanol, y medir la
posible liberacion de citoquinas. Para ello, cultivos de hepatocitos
procedentes de ratas control y alcoholizadas, se incubaron con etanol (25 y
50 mM) o LPS (50 ng/ml), y se midio la secrecion de IL-1b e IL-10 en el
medio de cultivo después de 24 h de tratamiento.

Los resultados de la Figura 2 muestran que, tanto el etanol (25 0 50
mM), como el LPS, son capaces de aumentar la liberacion de IL-1b e IL-10
en el medio de hepatocitos control. Sin embargo, en hepatocitos procedentes
de ratas alcoholizadas, sélo la administracion de LPS fue capaz de aumentar
significativamente los niveles de IL-1b e IL-10. Es interesante resaltar que los
hepatocitos alcohol, incluso en ausencia de tratamiento con etanol, liberaron
grandes cantidades de IL-1b e IL-10, en comparacion con los niveles en

hepatocitos control (Figura 2).
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Figura 2. El tratamiento con etanol y LPS estimula la secrecion de IL-1b e IL-10 en
hepatocitos en cultivo. Los hepatocitos aislados de ratas con dieta liquida control y alcohol,
fueron incubados con etanol (25 0 50 mM), LPS (50 ng/ml), 0 50 mM etanol+LPS, durante 24
h. Transcurrido este tiempo, los medios de cultivo celular se recogieron y la secrecion de IL-
1b e IL-10 se determiné mediante ELISA especificos (Seccion 3.7). Los valores control para
IL-1b e IL-10 fueron 464.3 + 0.8 pg / 1.4x106 células y 162.7 + 0.5 pg / 1.4x106 células en 24
h, respectivamente. Los valores son media + SD de tres experimentos independientes. * p<

0.02 frente a hepatocitos control y # p< 0.05 frente a hepatocitos alcohol, en un test two-way
ANOVA.

Ante estos resultados, un objetivo importante era evaluar la pureza

del cultivo de hepatocitos, ya que contaminaciones de células de Kupffer en
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estos cultivos, podrian explicar la liberacion de citoquinas inducida por el LPS

0 el etanol.

Figura 3. Andlisis de la pureza de hepatocitos en cultivo mediante
inmunofluorescencia e inmunocitoquimica. (A) Los hepatocitos confluenes crecidos en
presencia de fibronectina, se fijaron y tifieron con CPSI, OTC, ED1 o ED2. Los nicleos se
tifieron con Hoechst 33342. Solo el 0,05% de las células expresaron ED2 (tal y como su
muestra en el ejemplo). Barra = 10 mm. (B) El marcaje con oro para OTC y CPSI mostrd la
localizacién mitocondrial de estas enzimas. Todas las células manifestaron sitios de unidn

con anti-CPS y anti-OTC, y ninguna célula ED2 positiva se observo. Magnificacion X 42.500.
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Este  objetvo lo abordamos utilizando técnicas  de
inmunofluorescencia e inmunocitoquimica. Utilizamos como marcadores de
hepatocitos, los enzimas intra-mitocondriales del ciclo de la urea: carbamil
fosfato sintetasa | (CPSI) y la ornitina transcarbamilasa (OTC). Como
marcadores de células de Kupffer y monocitos, utilizamos la ED2 y ED1
(Barbe et al., 1990), respectivamente. Los resultados se analizaron por
microscopia confocal y revelaron que de 5500 células, el 99,95% expresaban
CPSI y OTC, mientras que solo el 0,05% (3 células) expresaba ED2 y
ninguna de ellas expresd ED1 (Figura 3), lo que demostraba que las
citoquinas detectadas en el medio de cultivo habian sido producidas y

liberadas por los hepatocitos.

4.1.3. El consumo de alcohol afecta a los niveles de IL-1RI en
higado y en hepatocitos en cultivo

Para analizar si el aumento en los niveles de IL-1b e IL-10 que
inducia el consumo cronico de alcohol, se asociaba con cambios en la
expresion de los receptores IL-1RI e IL-10R, se analizaron los niveles de
estos receptores en microsomas y en hepatocitos en cultivo, procedentes de
higados de ratas control y alcohodlicas. La expresion de estos receptores se
evalu6 mediante inmunotransferencia y RT-PCR.

Nuestros resultados demostraron que el consumo cronico de alcohol
incrementa los niveles de IL-1RI, pero no de IL-10R (Figura 4). Sin embargo,
los niveles de ARNm de ambos receptores no se afectaron tras el consumo
de alcohol, sugiriendo que los efectos del etanol sobre IL-1RI, podrian
deberse a alteraciones en la internalizacion o endocitosis del receptor (datos

no mostrados) (Tuma et al., 1996).
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La administracion de LPS, tanto a ratas control como alcoholicas y en

el cultivo de hepatocitos tratados o no con etanol, aumento significativamente

los niveles de IL-1RI, pero no los niveles de IL-10R (Figura 4).
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Figura 4. El consumo crénico de alcohol incrementa los niveles del receptor IL-1Rl en

higado y en hepatocitos. Se usaron fracciones microsomales de higado y hepatocitos

aislados de ratas con dieta liquida control y alcohol, tratados o no con LPS (en ratas se

administrd LPS 0.5 mgl/kg, 24 h; en hepatocitos se tratd con LPS 50 ng/ml, 24 h), y se

analizaron IL-1RI e IL-10R mediante inmunotransferencia. Los histogramas presentados son

cuantificaciones densitométricas (media + SD) de 5 experimentos para higado y de 4

experimentos para hepatocitos. ** p< 0.01 frente a higado de rata con dieta liquida control; #

p< 0.05 frente a higado de rata no tratada con LPS, y * p< 0.05 frente a hepatocitos de rag
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con dieta liquida control, # p< 0.05 frente a hepatocitos no tratados con LPS, en un test two-
way ANOVA.

4.1.4. El consumo crdnico de alcohol induce la fosforilacion de
las quinasas IRAK y ERK1/2 en hepatocitos

Para determinar si la induccion de IL-1RI por el etanol, afecta a su
cascada de sefializacion intracelular, se estudié la activacion de IRAK y
ERK1/2, tras la estimulacion con IL-1b o LPS en hepatocitos procedentes de
ratas con dieta liquida control y alcohol. La estimulacion, tanto con IL-1b o
con LPS, increment6 la fosforilacion de IRAK y ERK1/2, tanto en hepatocitos
de rata control como alcohdlica.

Un resultado de interés fue el aumento en la fosforilacion de estas
quinasas en hepatocitos de ratas alcohdlicas, en ausencia de IL-1b o LPS

(Figura 5).
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Figura 5. La exposicion cronica al alcohol induce la activacion y fosforilacion de IRAK
y ERK1/2 en hepatocitos, tratados o no con LPS e IL-1b. Los hepatocitos en cultivo
procedentes de ratas control y alcohdlicas, con o sin estimulacion con LPS (50 ng/ml) o IL-1b
(10 ng/ml) durante 10 min, se lisaron y los extractos proteicos se inmunoprecipitaron con
anticuerpos monoclonales anti-IRAK y anti-ERK1/2, analizdndose los niveles de IRAK (A) y
la fosforilacion de ERK (B) mediante inmunotransferencia. Las membranas se reprobaron y
se midieron los niveles totales de ERK1/2. La actividad quinasa de IRAK y ERK1/2 se
determind mediante un ensayo quinasa in vitro (ver Material y Métodos, Seccién 3.5.2),
analizandose la fosforilacién de la proteina basica de mielina (P-MBP). Los valores son
media + SD de 4 experimentos independientes. * p< 0.01 frente a hepatocitos de rata con
dieta liquida control, # p< 0.01 frente a hepatocitos control no tratados con LPS o IL-1b, en

un test two-way ANOVA.
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4.1.5. El consumo crénico de alcohol induce la activacion del
factor de transcripcion NF-kB en hepatocitos en cultivo

La fosforilacion de IRAK y ERK1/2 puede conducir a la traslocacion
de NF-kB al nucleo y su activacion. Por tanto, quisimos analizar si el etanol
activaba la via IRAK/ERK/NF-kB. Para ello, aislamos fracciones nucleares de
hepatocitos procedentes de ratas control y alcohol, estimulados o no con IL-
1b 0 LPS, y se evalud la union al ADN de este factor utilizando EMSA (Figura
6.A). Los resultados de esta figura muestran que hepatocitos de ratas con
dieta alcohol presentan una alta activacion de NF-kB de forma constitutiva,
comparada con las ratas control. La estimulacion con IL-1b o LPS causo una
activacion similar, tanto en hepatocitos control como en los procedentes de
ratas alcohol.

La activacion transcripcional de NF-kB estd mediada por la
fosforilacion y posterior degradacion de su inhibidor citoplasmatico, IkB-a. En
presencia de un estimulo, kB-a se degrada, permitiendo la traslocacion de
NF-kB al ntcleo (Karin and Ben-Neriah, 2000). De acuerdo con estos datos,
la activacion de NF-kB tras el tratamiento con IL-1b, se acompafié con un
descenso de los niveles citoplasméticos de kB-a en hepatocitos control y
alcohol. Es interesante resaltar que en hepatocitos procedentes de ratas
alcohdlicas se observd una disminucion de IkB-a, incluso en ausencia de IL-
1b (Figura 6.B), lo que explicaria la activacion constitutiva de NF-kB en estas

células.
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Figura 6. El tratamiento crénico con etanol incrementa la activacion de NF-k B inducida
por LPS o IL-1b en hepatocitos en cultivo. Se usaron hepatocitos en cultivo, procedentes
de ratas control y alcohdlicas, con o sin estimulacion con LPS (50 ng/ml) o IL-1b (10 ng/ml)
durante 30 min. (A) Se extrajeron los extractos nucleares para su andlisis mediante EMSA,
usando g-32P-oligonucledtidos de NF-kB (ver Material y Métodos, Seccion 3.5.3). Los valores
densitométricos de las bandas de NF-kB (media + SD) de 4 experimentos diferentes se

presentan en la grafica. (B) Andlisis de los extractos citoplasmicos (30 ng) para kB-a

mediante inmunotransferencia de hepatocitos de ratas con dieta control y alcohol, tratados o

no con IL-1b. El histograma representa media £ SD de las cuantificaciones densitométricas
de los resultados obtenidos de 4 experimentos independientes. * p< 0.01 frente a hepatocitos

control no estimulados, en un test two-way ANOVA.

Para evaluar si la activacion de NF-kB, se producia via ERK1/2 o
p38 MAPK, los hepatocitos control y de ratas alcohdlicas, se pre-trataron con
PD-98059 (inhibidor de ERK1/2) o con SB-203580 (inhibidor de p38), antes

de su estimulacién con IL-1b. Los resultados demostraron que, mientras el
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tratamiento con PD-98059 disminuye la activacion de NF-kB inducida por IL-
1b (30 £ 2%, p<0.02 y 29 + 3%, p<0.05, en hepatocitos control y alcohol,
respectivamente), la inhibicion de p38 MAPK no afect6 a la unién al ADN de

este factor de transcripcion (Figura 7).
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Figura 7. La inhibicién en la actividad de la quinasa ERK1/2 afecta a la activacion de
NF-kB inducida por IL-1b en hepatocitos en cultivo. Los hepatocitos procedentes de
ratas control y alcohdlicas se pre-trataron con el inhibidor de ERK1/2 PD-98059 (10 nM) o
con el inhibidor de p38 SB-203580 (10 nM) durante 2 h. Transcurrido este tiempo, los
hepatocitos se estimularon con IL-1b (10 ng/ml) durante 30 min y se extrajeron los extractos
nucleares para su analisis mediante EMSA, usando @32P-oligonucleétidos de NF-kB (ver

Material y Métodos, Seccién 3.5.3). Los valores densitométricos de las bandas de NF-kB

(media + SD) de 3 experimentos diferentes se presentan en la gréfica.
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4.2. EL CONSUMO CRONICO DE ALCOHOL INDUCE LA EXPRESION DE
MEDIADORES INFLAMATORIOS Y MUERTE CELULAR EN CORTEZA
CEREBRAL Y EN ASTROCITOS EN CULTIVO PRIMARIO

4.2.1. El tratamiento con etanol incrementa los niveles de IL-1b,
la expresion de IL-1RI, asi como la fosforilacion de IRAK, en corteza
cerebral y en astrocitos en cultivo

Los resultados anteriores demostraban que la via de sefializacion
asociada a IL-1b, puede desempefiar un papel esencial en la estimulacién de
mediadores inflamatorios y dafio celular inducidos por el alcohol, tanto en
higado como en hepatocitos. Ante estos resultados, nos preguntamos si el
etanol estimulaba la via de sefializacion asociada a IL-1b, s6lo en
hepatocitos, o también ocurria en otros tipos celulares. Para responder a esta
pregunta, utilizamos astrocitos, ya que estudios recientes habian demostrado
que la IL-1b, era un potente activador de estas células e inducia importantes
cambios funcionales y fenotipicos (Hua et al., 2002). Ademas, resultados de
nuestro laboratorio indicaban que las células astrogliales eran muy
susceptibles a los efectos toxicos del etanol (Guerri and Renau-Piqueras,
1997; Guerri et al., 1990).

Para determinar si el etanol era capaz de estimular a los astrocitos y
liberar citoquinas, tales como IL-1b, astrocitos en cultivo primario se
expusieron a 75 mM de etanol durante 7 dias y se recogié el medio de
cultivo, para analizar los niveles de IL-1b mediante ELISA. Se observo que

mientras los astrocitos control (c) liberaron 100 £ 12 pg/ml de IL-1b, los
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astrocitos tratados con etanol (Et) secretaron aprox. 178 + 40 pg/ml (Figura

8.A).
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Figura 8. El tratamiento cronico con alcohol incrementa la secrecién de IL-1by la
expresidn de IL-1RI e IRAK, en corteza cerebral y en astrocitos en cultivo. (A) Los
lisados obtenidos de corteza cerebral de ratas con dieta liquida control y alcohol, se usaron
para determinar los niveles de IL-1b mediante ELISA especifico (Seccién 3.7). Para evaluar
el efecto cronico del etanol sobre la secrecién de IL-1b en astrocitos, las células se
incubaron con etanol 75 mM, durante 7 dias. Los niveles de IL-1b se determinaron en el
medio de cultivo mediante ELISA especifico. (B) Los niveles de ARNm y proteina de IL-1RI e
IRAK se evaluaron mediante RT-PCR e inmunotransferencia respectivamente, en corteza
cerebral de ratas control (C) y alcoholicas (A), asi como en astrocitos tratados (Et) o no (c)
con etanol. Los valores son media + SD de tres experimentos diferentes.** p< 0.01, * p<

0.02, #p< 0.04 frente a grupo control, en un test one-way ANOVA.
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Al mismo tiempo, se analiz6 si la secrecion de IL-1b inducida por el
etanol, ocurria de forma concomitante con la activacion de su respuesta de
sefializacion, es decir, un aumento en la activacion de IL-1RI e IRAK. Los
resultados obtenidos mostraron que el tratamiento cronico de etanol inducia
un incremento de los niveles de ARNm de IL-IRI (" 8 veces) y de
fosforilacion de IRAK (" 4 veces) en astrocitos (Figura 8.B).

De forma paralela, se realizaron los mismos estudios en corteza
cerebral de ratas tratadas durante 5 meses con dieta liquida control (C) y
alcohdlica (A). Los resultados revelaron que el consumo cronico de alcohol
incrementa en corteza cerebral y en astrocitos, los niveles de IL-1b, activa la
fosforilacion de IRAK y aumenta la expresion del ARNm de IL-1RI (Figura
8.A B).

4.2.2. La exposicion cronica al alcohol estimula en corteza
cerebral y en astrocitos corticales, la fosforilacion de ERK1/2,
p38/MAPK y INK/SAPK

Puesto que la estimulacion de IL-1RI e IRAK puede conllevar a la
activacion de diferentes MAP quinasas (MacGillivray et al., 2000; Valles et al.,
2003), examinamos si el etanol era capaz de activar la fosforilacion de
ERK1/2, p38 y JNK, en astrocitos expuestos (Et) o no (c) al etanol, asi como
en corteza cerebral de ratas control (C) y alcoholizadas (A).

Utilizando ®cnicas de inmunotransferencia, pudimos demostrar que
el tratamiento con etanol estimula significativamente las tres quinasas, tal y
como lo demuestra el aumento de las proteinas fosforiladas (P-ERK, P38y

P-JNK), tanto en astrocitos en cultivo (Figura 9.A), como en cortezas
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cerebrales (Figura 9.B), sin cambios significativos en los niveles totales de
ERK1/2, p38 y JNK.
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Figura 9. El tratamiento cronico de etanol induce la activacion y fosforilacién de
ERK1/2, p38 y JNK en corteza cerebral y en astrocitos. Los niveles de fosforilacion de las
quinasas ERK, p38 y JNK se determinaron mediante inmunotransferencia utilizando
anticuerpos especificos anti-P-ERK, anti-P-p38 y anti-P-JNK, en (A) cortezas cerebrales
procedentes de ratas con dieta liquida control (C) y alcohol (A), y en (B) astrocitos en cultivo
tratados (Et) 0 no (c) con 75 mM de etanol durante 7 dias. Posteriormente las membranas se
reprobaron, y se midieron los niveles totales de ERK1/2, p38 y JNK. Los valores son media £
SD de 4 experimentos independientes. ** p< 0.001, * p< 0.02 frente a las muestras control,

en un test one-way ANOVA.
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4.2.3. El consumo de alcohol induce la expresion de los
mediadores inflamatorios, INOS y COX-2 en corteza cerebral y en
astrocitos

Se sabe que la activacion de la cascada de sefializacion asociada a
IL-1RI, puede conducir a un aumento de mediadores inflamatorios, como
INOS y COX-2 (Chowdhury et al., 2006; Wong et al., 1996). Por tanto,
quisimos determinar si el tratamiento cronico de alcohol, inducia cambios en
los niveles de estas proteinas, tanto en astrocitos como en corteza cerebral.

Los resultados obtenidos mediante inmunotransferencia y RT-PCR
demostraron que, astrocitos tratados de forma crénica con etanol, muestran
incrementos significativos en los niveles de expresion de INOS (3 veces) y
COX-2 (9 veces) (Figura 10.A). No obstante, aunque la induccion de iNOS se
correlaciond con un aumento en sus niveles de ARNm, no se observaron
cambios en el ARNm de COX-2, sugiriendo que el incremento de esta
proteina, no es debido a cambios en la expresion del gen COX-2, sino que se
produce a nivel post-transcripcional.

La posible induccion de iINOS y COX-2 en cortezas cerebrales de
ratas alcoholicas también se realizd con las mismas técnicas. En este caso,
se observo una potente estimulacion de INOS y COX-2, tanto a nivel génico

como proteico (Figura 10.B), inducida por el tratamiento crénico de alcohol.
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Figura 10. El tratamiento cronico con alcohol induce la expresion de iNOS y COX-2 en
corteza cerebral y en astrocitos en cultivo. Los niveles de proteina y ARNm de los
mediadores inflamatorios iINOS y COX-2 se evaluaron mediante inmunotransferencia y RT-
PCR, en (A) cortezas cerebrales procedentes de ratas con dieta liquida control (C) y alcohol
(A), y en (B) astrocitos en cultivo tratados (Et) o no (c) con 75 mM de etanol durante 7 dias.
Las gréficas representan las cuantificaciones densitométricas (media + SD) de 4
experimentos independientes, tanto de inmunotransferencia como de RT-PCR para iNOS y
COX-2. * p< 0.01, * p< 0.02 frente a las muestras control de corteza cerebral y astrocitos,

en un test one-way ANOVA.
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4.2.4. El tratamiento crénico con etanol induce la activacion y
union al ADN de los factores de transcripcion NF-k B y AP-1 en corteza
cerebral y en astrocitos

Ciertas citoquinas, como IL-1b, son capaces de inducir la expresion
de genes asociados con la inflamacién, a través de la activacion de varios
factores de transcripcion. Dos de estos factores son NF-kB y AP-1,
esenciales en la respuesta inflamatoria, que participan en la induccion de
mediadores inflamatorios, como son iNOS y COX-2 (Marks-Konczalik et al.,
1998; Means et al., 2000).

Para determinar si la estimulacion de IL-1RI/IRAK/MAPK por el
etanol estaba asociada con la activacion de estos factores de transcripcion,
se realizd EMSA con los extractos nucleares, tanto de astrocitos tratados o
no con etanol de forma cronica, como de corteza cerebral de rata control y
alcohdlica. Se observd que el etanol induce la activacion y unién al ADN de
NF-kB y AP-1 (Figura 11.A). Ademas, la induccion de NF-kB por el alcohol
se acompafié de una disminucion significativa de IkB-a a nivel citoplasmatico
(Figura 11.B).
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Figura 11. El consumo crénico de alcohol activa la union al ADN de NF-kB y AP-1 en

corteza cerebral y en astrocitos en cultivo. La actividad de NF-kB y AP-1 se ensayd en

extractos de proteina nuclear de (A) cortezas cerebrales procedentes de ratas con dieta

liquida control (C) y alcohol (A), y de (B) astrocitos en cultivo tratados (Et) o no (c) con 75

mM de etanol durante 7 dias, mediante EMSA, usando g@-32P-oligonucleétidos consenso de

NF-kB y AP-1 (ver Material y Métodos, Seccidn 3.5.3). La inmunotransferencia realizada con

extractos proteicos para el analisis de Ik B-a también se presenta en las gréficas. ** p< 0.01,

*p<0.02 frente a las muestras control en un test one-way ANOVA (n=4).



4.2.5. El consumo crénico de alcohol aumenta la expresion de
caspasa-3 y la muerte celular por apoptosis en corteza cerebral y en
astrocitos en cultivo

Para explorar la posibilidad de que un aumento de mediadores
inflamatorios inducido por el alcohol pudiese causar dafio y muerte celular, se
cuantifico fragmentos de ADN oligonucleosomal asociados a histonas,
usando un kit Cell death detection ELISA (Roche).
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Figura 12. La exposicion crénica al alcohol incrementa la expresion de caspasa-3y la
apoptosis en corteza cerebral y en astrocitos. Los niveles de pro-caspasa-3 y de
fragmentacién apoptética del ADN se evaluaron mediante inmunotransferencia y el kit Cell
death detection ELISA respectivamente, en lisados obtenidos de cortezas cerebrales
procedentes de ratas con dieta liquida control (C) y alcohol (A), y de astrocitos en cultivo
tratados (Et) o no (c) con etanol. Los valores se presentan como media + SD de 4

experimentos. ** p< 0.01, * p< 0.03 frente al grupo control, en un test one-way ANOVA.
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La Figura 12 demuestra que la exposicion crénica de alcohol, tanto in
Vivo como en astrocitos en cultivo, induce un aumento de muerte celular por
apoptosis. De acuerdo con este resultado, se observo una activacion de pro-
caspasa-3 en corteza cerebral de ratas adultas alcohdlicas y en astrocitos
tratados con etanol (Figura 12).

Estos datos sugieren que la activacion de mediadores inflamatorios
por el etanol seria la responsable del dafio cerebral observado en el
alcoholismo cronico.

4.3. EL TRATAMIENTO AGUDO CON ETANOL INDUCE LA EXPRESION
DE LOS MEDIADORES INFLAMATORIOS iNOS Y COX-2, A TRAVES DE
LA ACTIVACION DEL FACTOR DE TRANSCRIPCION NF-kB EN
ASTROCITOS EN CULTIVO

4.3.1. El etanol induce un maximo de expresion de iNOS y COX-2
a 30 miny a 24 h, tanto a nivel proteico como de ARNm en astrocitos en
cultivo primario

Para examinar si los efectos del etanol sobre la liberacion de factores
que median en la inflamacion, se producen como consecuencia de procesos
adaptativos del tratamiento cronico, o si el etanol es capaz de activar dichos
procesos de forma rapida, incubamos los astrocitos con una Unica dosis de
etanol (100 mM) y analizamos la expresion INOS y COX-2 a diferentes
tiempos (0, 15, 30 min; 1, 3, 24 y 72 h), mediante inmunotransferencia.

Los resultados demostraron una rapida induccion de ambas
proteinas a los 10 min de la adicién de etanol al medio de cultivo, aunque la

méxima sefial se detectd a 30 min 'y 24 h (Figura 13). La induccién de estas
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proteinas se correlaciond con un incremento en sus niveles de ARNm (Figura
15.A, B).
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Figura 13. Una Unica dosis de etanol induce un aumento en los niveles iNOS y COX-2
en astrocitos, que es maximo a 30 min y a 24 h del tratamiento. Los astrocitos se

incubaron con 100 mM de etanol a diferentes tiempos (0, 15, 30 min; 1, 3,24y 72 h) y se

midieron los niveles proteicos de iINOS, COX-2 y a-tubulina mediante inmunotransferencia.
La gréfica representa las cuantificaciones densitométricas (media £ SD) de 7 experimentos
independientes, ** p< 0.02, * p< 0.05 (INOS y COX-2 frente a la muestra control), en un test
one-way ANOVA.

Para confirmar la induccion en la expresion de iNOS por el etanol a
las 24 h, determinamos la acumulacion de nitritos (NO2’), el producto final
estable de la degradacion del 6xido nitrico (NO) en el medio celular, mediante

la reaccion de Griess (Kolb et al., 1994). Se observé que el etanol
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incrementaba de forma muy marcada la acumulacion de nitritos en el
sobrenadante celular a las 24 h de tratamiento (control 2.1 nM/108 células;

etanol 100 mM 9.34 /108 células).

4.3.2. El tratamiento agudo con etanol induce la activacion y
union al ADN del factor de transcripcion NF-kB, a 30 min y 24 h en
astrocitos en cultivo primario

Para investigar el mecanismo implicado en la activacion de INOS y
COX-2 por el etanol, y conociendo que estos mediadores inflamatorios
estaban regulados a nivel transcripcional por NF-kB, evaluamos la posible
activacion de este factor de transcripcion a los mismos tiempos de induccion
de INOS y COX-2, es decir, 30 min y 24 h mediante EMSA. De acuerdo con
los anteriores resultados, la actividad de union al ADN de NF-kB increment6
en los astrocitos tratados con etanol a los 30 min y 24 h (Figura 14.A). Esta
induccién se corroboré mediante analisis pr inmunofluorescencia de los
astrocitos tratados con etanol, también durante 30 min y 24 h, utilizando
anticuerpos anti-p65 NF-kB y el marcador astroglial GFAP (Ver Material y
Métodos Seccidn 3.6). En células control, el marcaje de p65 se distribuyo
principalmente en el citoplasma, mientras que en astrocitos tratados con
etanol, tanto a 30 min como a 24 h, se encontré principalmente en el nucleo,

indicativo de una activacion y traslocacion nuclear de NF-kB (Figura 14.B).
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Figura 14. El tratamiento agudo con etanol induce la activacion y traslocacion al
nlcleo de NF-kB en astrocitos en cultivo. Los astrocitos se incubaron con 100 mM de
etanol durante 30 min y 24 h. (A) La actividad de NF-kB se midi6 en los extractos nucleares
mediante EMSA. Los valores densitométricos de las bandas de NF-kB (media + SD)
obtenidos de 3 experimentos independientes se presentan en la grafica, ademas de una
autorradiografia representativa. * p< 0.01 frente a astrocitos no tratados, en un test one-way
ANOVA. (B) Los astrocibs se sembraron en cubres de 16 mm y se trataron con etanol (100
mM) durante 30 min y 24 h. Posteriormente, las células se incubaron con anti-p65 NF-kB
(rojo) y anti-GFAP (verde), observandose una marcada localizacion nuclear de NF-kB tras el

tratamiento con etanol (barra de calibracién=10 nm).



89

4.3.3. La estimulacion de iNOS y COX-2 inducida por el etanol
esta mediada por una activacion de NF-k B en astrocitos

Para confirmar que la induccién de iNOS y COX-2 causada por el
etanol, estaba mediada por una activacion de NF-kB, inhibimos este factor
de transcripcion, pre-incubando los astrocitos con PDTC o BAY 11-7082 (Ver
Material y Métodos), antes de la estimulacion con etanol y medimos la
expresion de INOS y COX-2 a 30 min y 24 h de tratamiento con etanol.

Los resultados de la Figura 14.A muestran una inhibicion de NF-kB a
los 30 min y 24 h de estimulacion con etanol, que se correlacionan con una
supresion en la estimulacion de INOS (Figura 15.A) y COX-2 (Figura 15.B),
tanto a nivel de proteina como de ARNm.
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Figura 15. La activacion de NF-kB esta implicada en la induccién posterior de los
mediadores inflamatorios iINOS y COX-2 por parte del etanol en astrocitos en cultivo.
Los astrocitos se incubaron con 100 mM de etanol durante 30 min y 24 h. En algunos
experimentos, las células se incubaron con PDTC (100 nM) o BAY 11-7082 (5 nM), 2 h
antes y durante el tratamiento con alcohol. Los niveles de proteina y ARNm de los
mediadores inflamatorios iNOS (A) y COX-2 (B) se evaluaron mediante inmunotransferencia
y RT-PCR, respectivamente. Las gréficas representan las cuantificaciones densitométricas
(media = SD) de 3 experimentos diferentes, tanto de inmunotransferencia como de RT-PCR
paraiNOS y COX-2. * p< 0.02 frente a células control en un test one-way ANOVA.
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4.4. LOS RECEPTORES TLR4/IL-IRI ESTAN IMPLICADOS EN LA
INDUCCION DE MEDIADORES INFLAMATORIOS Y MUERTE CELULAR
CAUSADAS POR EL ETANOL EN ASTROCITOS EN CULTIVO PRIMARIO.

4.4.1. El etanol induce una activacion rapida de b cascada de
sefalizacion intracelular asociada a TLR4/IL-1RI en astrocitos.

Resultados experimentales de diferentes grupos han demostrado que
la estimulacién de los receptores TLR4 e IL-1RI por la union de sus ligandos
especificos, tales como LPS e IL-1b respectivamente, induce una rapida
respuesta, activando vias de sefializacion intracelular comunes, que incluyen
la activacion de MAP quinasas Y factores de transcripcion, que conllevan a un
aumento en la produccion de mediadores inflamatorios (IL-1b, TNF-a, iNOS
y COX-2) (Berglof et al., 2003; Marcus et al., 2003).

Por tanto, para determinar si el etanol era capaz de inducir una
rapida respuesta, y activar la cascada de sefalizacion y mediadores
inflamatorios asociados a TLR4 e IL-1Rl, los astrocitos se trataron con 50 mM
de etanol y se analizd la fosforilacion de IRAK, ERK1/2 p38 MAPK vy
SAPK/INK a diferentes tiempos (0, 10, 30 min; 1, 3, 12 y 24 h). El tratamiento
con etanol indujo una rapida activacion de las quinasas IRAK, ERK1/2, p38
MAPK y SAPK/INK (Figura 16). Es interesante resaltar que el maximo de
fosforilacion de todas estas quinasas, ocurrié a los 10 min de tratamiento con
alcohol. Esta rapida respuesta coincide con la obtenida cuando los astrocitos
se estimulan con LPS o IL-1b (Ver Seccion 4.5), ligandos especificos de los
receptores TLR4 e IL-1RI.
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Figura 16. El tratamiento con etanol induce la fosforilacion de IRAK, ERK1/2, p38 y INK
de manera tiempo-dependiente, con un maximo a 10 min, en astrocitos en cultivo. Los
niveles de fosforilacién de las quinasas IRAK, ERK, p38 y JNK se determinaron mediante
inmunotransferencia, en astrocitos en cultivo tratados con 50 mM de etanol durante 0, 10, 30
min, 1, 3, 12 'y 24 h. Posteriormente las membranas se reprobaron, y se midieron los niveles
totales de ERK1/2, p38 y JNK. Los valores son media £ SD de 7 experimentos
independientes. * p< 0.02 para todas las quinasas frente a la muestra control, en un test
one-way ANOVA.
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Posteriormente, quisimos analizar si otras concentraciones de etanol
0 incluso, otros tipos de alcoholes podian activar también la cascada de
sefializacion IRAK/MAPK. Para ello, se incubaron los astrocitos durante 10
min a diferentes concentraciones de etanol (2, 8, 10, 20, 40, 50, 100 y 200
mM), y se analizd la fosforilacion de IRAK y ERK1/2 mediante
inmunotransferencia. Sorprendentemente, el etanol a bajas concentraciones
(10 mM) causa una activacion similar de IRAK y P-ERK, a la provocada por
50 mM (Figura 17.A).
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Figura 17. El tratamiento con etanol, en comparacién con otros alcoholes de cadena
corta y lineal, es el Unico que induce la sefializaciéon de IRAK / ERK en astrocitos en
cultivo. (A) Los astrocitos se incubaron con diferentes concentraciones de etanol (2, 8, 10,
20, 40, 50, 100 y 200 mM) durante 10 min. Los niveles de fosforilacién de las quinasas IRAK
y ERK1/2 se determinaron mediante inmunotransferencia. Los valores son media £ SD de 8
experimentos independientes. ** p< 0.002, * p< 0.01 (IRAK y P-ERK frente a la muestra
control en un test one-way ANOVA). (B) Las células se trataron con 10 mM de metanol,
etanol, 1-propanol y 1-butanol durante 10 min. Los niveles de IRAK y P-ERK se ensayaron
mediante inmunotransferencia. Los valores son media £+ SD de 4 experimentos

independientes. *p< 0.05 frente a células control.



94

También examinamos el efecto de diferentes alcoholes de cadena
lineal y corta a la concentracion de 10 mM, en la estimulacion de la via
IRAK/ERK. Observamos que, aunque a una concentracion de 10 mM, el
metanol, propanol o butanol inducen un ligero aumento en la actividad de
IRAK, el etanol causa un mayor efecto sobre la fosforilacion de ambas
quinasas, IRAK y P-ERK (Figura 17.B). Estos resultados indican que aunque
otros alcoholes son capaces de inducir una pequefia activacion en la
fosforilacion de IRAK, el efecto del etanol es mucho mas efectivo en la
estimulacion de la cascada de sefalizacion IRAK/ERK.

No se observaron cambios significativos de los niveles totales de
ERK1/2, p38 y JNK (Figura 16).

4.4.2. El tratamiento agudo de etanol incrementa los niveles de
NF-kB, y causa muerte celular por apoptosis en astrocitos

Como se ha mencionado anteriormente, la estimulacion de los
receptores TLR4 e IL-1RI, conlleva a la activacion de MAPK y NF-kB, asi
como a la produccion de mediadores inflamatorios, tales como COX-2 e
INOS (Berglof et al., 2003; Marcus et al., 2003).

Por ello, nuestro préximo objetivo fue valorar si la activacion de la via
IRAK/MAPK inducida por el etanol, podia conducir a la estimulacion de NF-
kB, y a un aumento en la expresion de iNOS y COX-2. Los experimentos
realizados, tanto a 100mM como a 50 mM de etanol, indicaron que la maxima
activacion de NF-kB se produce a los 30 min de tratamiento, induciéndose
también de forma tardia a las 24 h, lo cual correspondia con la degradacion

de kB-a en el citoplasma a los mismos tiempos de tratamiento (Figura
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18.A). Referente a la expresion de iINOS y COX-2, aunque se detectd a los
10 min de tratamiento con etanol, el nivel maximo de estas dos proteinas se
observd a 30 min y 24 h (Ver Figura 13). No se observaron cambios en los
niveles de laminaA/C (proteina de la membrana nuclear y marcadora de
nucleos) como control de carga.

Por otra parte, para determinar si la activacion de la respuesta de
sefializacion de TLR4/IL-1RI estaba asociada con dafio celular, se analizd la
posible muerte celular por apoptosis, utilizando el kit Cell death detection
ELISA (Ver Seccion 3.9), a diferentes tiempos del tratamiento con etanol. Se
observd un incremento significativo en la apoptosis a las 3 y 24 h de

tratamiento con etanol (Figura 18.B).
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Figura 18. La exposicion aguda de etanol induce un incremento en la expresion de NF-
kB y en la muerte por apoptosis, de manera tiempo-dependiente en astrocitos en
cultivo. (A) Los astrocitos en cultivo tratados con 50 mM de etanol durante 0, 10, 30 min, 1,
3,24y 72 h, se sometieron a un fraccionamiento subcelular (ver Material y Métodos, Seccidn
3.4.3) para su andlisis por inmunotransferencia. Las fracciones nucleares y citoplasmicas se
ensayaron con anti-p65-NF-kB y ant-lkB-a, respectivamente. Las membranas se
reprobaron para determinar los niveles de Lamina A/C. Los valores son media = SD de 3
experimentos independientes. ** p< 0.001, * p< 0.04 frente a la muestra control en un test
one-way ANOVA. (B) Los niveles de fragmentacion de ADN se evaluaron mediante el kit Cell
death detection ELISA en lisados obtenidos de astrocitos tratados o no con etanol, durante
los tiempos anteriormente indicados. Los valores son media + SD de 4 experimentos

independientes. ** p< 0.01, *p< 0.04 frente a astrocitos control, en un test one-way ANOVA.

Estos resultados sugieren que el etanol a 50 mM, induce una rapida
estimulacion (10 min) de ciertas quinasas, desencadenando la activacion (a
los 30 min) de genes de respuesta rapida implicados en la inflamacion, y
estos eventos pueden subyacer al dafio y muerte de los astrocitos que se

observa a las 3y 24 h de tratamiento con etanol.
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Sin embargo, una pregunta que nos planteamos fue, si bajas
concentraciones de etanol, que también activan las quinasas IRAK y ERK1/2,
pueden causar muerte celular por apoptosis. Nuestros resultados demuestran
que concentraciones de 10 mM de etanol no dan lugar a muerte del astrocito,
en ninguno de los tiempos analizados (0.15, 0.5, 1, 3, 12 y 24 h) (datos no
mostrados).

Para analizar con mayor profundidad estos efectos del etanol,
determinamos los niveles de la citoquina pro-inflamatoria IL-1b, y la citoquina
anti-inflamatoria IL-10, en el sobrenadante de las células expuestas a 10 y 50
mM, a los diferentes tiempos de exposicién. De acuerdo con nuestros
anteriores resultados, los niveles de IL-1b incrementaron a los 30 min (80 £
2.5 pg/ml en situacién control vs. 344.2 + 31 pg/ml tras el tratamiento), 3 h
(vs. 129.2 + 15.3 pg/ml etanol), y 24 h (vs. 280 £ 12.5 pg/ml etanol) de
exposicion a 50 mM de etanol. Cuando las células se trataron con etanol a 10
mM, el aumento en los niveles de IL-1b, se observo a los 30 min (80 £ 2.5
pg/ml en situacion control vs. 133 + 21 pg/ml etanol), 12 h (vs. 214.2 £ 5.6
pg/ml etanol) y 24 h (295,8 + 21 pg/ml etanol) de exposicién. Sin embargo,
los resultados més llamativos fueron con la IL-10, ya que sélo detectamos
esta citoquina anti-inflamatoria en el medio de astrocitos expuestos a 10 mM
de etanol, pero no en el medio de las células expuestas a 50 mM.
Especificamente, se detectaron incrementos de IL-10 a los tiempos de 1 h
(2.5 = 0.2 pg/ml en situacion control vs. 32 pg/ml etanol), 12 h (vs. 89 + 9.5
pg/ml etanol) y 24 h (vs. 25 £ 3.1 pg/ml etanol) de exposicion a 10 mM de
etanol.

Estos resultados demuestran que el etanol es capaz de activar la

cascada de sefializacion de los receptores TLR4 e IL-1RI, que puede dar
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lugar a un aumento en los mediadores y citoquinas pro-inflamatorios que
pueden conllevar a dafio celular. Sin embargo, bajas dosis de etanol puede
inducir, ademas, una liberacion de citoquinas anti-inflamatorias que podrian

proteger contra los anteriores efectos inflamatorios.

4.4.3. El blogueo de los receptores TLR4 e IL-1RI previene la
activacion de MAP quinasas, mediadores inflamatorios y muerte celular
inducida por el etanol en astrocitos en cultivo.

Los resultados anteriores apoyan la idea de que el etanol induce las
mismas cascadas de sefializacion intracelular, que cuando las células se
estimulan con LPS o IL-1b, sugiriendo una posible activacion de los
receptores TLR4 e IL-1RI por parte del etanol. Para estudiar esta posibilidad
de forma mas directa, los astrocitos se pre-incubaron durante 30 min con
anticuerpos blogueantes de los receptores TLR4 e IL-1RI, antes y durante el
tratamiento con 50 mM de etanol, y se analiz6 la estimulacion de las
quinasas y el aumento de los mediadores inflamatorios.

Tanto la activacion de IRAK/MAPKs, INOS y COX-2, asi como la
muerte celular por apoptosis se analizaron a los diferentes tiempos de
induccion maxima. El bloqueo de TLR4 e IL-1RI inhibi6 completamente la
activacion a 10 min de IRAK/MAPKs (Figura 19), asi como el incremento en
la expresion de INOS y COX-2 a 30 min (Figura 20.A), y la muerte celular por

apoptosis a las 3h (Figura 20.B) de estimulacion con etanol.
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etanol es inhibida por el blogueo de los receptores IL-1RI y TLR4 en astrocitos en
cultivo. Los niveles de fosforilacion de las quinasas IRAK, ERK, p38 y JNK se determinaron
mediante inmunotransferencia, en astrocitos en cultivo tratados con 50 mM de etanol durante
10 min. En algunos experimentos, las células se pre-incubaron con los anticuerpos
blogueantes anti-IL-1RI (10 ng/ml) o anti-TLR4 (10 ng/ml) 30 min antes y durante el
tratamiento con etanol. Posteriormente las membranas se reprobaron, y se midieron los
niveles totales de ERK1/2, p38 y JNK. Los valores son media = SD de 8 experimentos
independientes. * p< 0.04 frenk a la muestra control; # p< 0.05 (frente a astrocitos tratados
con etanol), en un test one-way ANOVA.
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Figura 20. El bloqueo de los receptores IL-1RI y TLR4 inhibe el incremento en la
expresion de iINOS y COX-2, y previene la muerte por apoptosis inducidos por la
exposicion aguda de etanol en astrocitos. (A) Los astrocitos en cultivo se trataron con 50

mM de etanol durante 30 min. En algunos experimentos, las células se pre-incubaron con los
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anticuerpos bloqueantes anti-IL-1RI (10 ng/ml) o anti-TLR4 (10 ng/ml) 30 min antes y
durante el tratamiento con etanol. Los extractos celulares se analizaron para iINOS y COX-2
mediante inmunotransferencia. Las membranas se reprobaron para determinar los niveles de

a-tubulina, mostrando una carga proteica similar. Los valores son media + SD de 7
experimentos independientes. * p< 0.04 frente a la muestra control; # p< 0.01 frente a células
tratadas con etanol, en un test two-way ANOVA. (B) Los niveles de fragmentacion de ADN
se evaluaron mediante el kit Cell death detection ELISA en lisados obtenidos de astrocitos
tratados con etanol durante 3 h, pre-incubados o no con los anticuerpos anti-IL-1RI y anti-
TLR4. Los valores son media £ SD de 4 experimentos independientes. * p< 0.05 frente a

astrocitos control, # p< 0.03 frente a células tratadas con etanol, en un test one-way ANOVA.

Estos hallazgos apoyan la hipétesis de que el aumento de
mediadores inflamatorios y muerte celular inducidos por el etanol esta
mediado por una activacion de los receptores TLR4 e IL-1RI, y que el etanol
actla directa o indirectamente sobre estos receptores.

Otras de las aproximaciones que estamos realizando, es el bloqueo
en la funcion de los receptores TLR4 e IL-1RI, mediante el uso de ARNs
silenciadores (ARNsi). El problema al que nos enfrentamos es la dificultad de
transfeccion que tienen los astrocitos. Resultados preliminares indican que en
astrocitos transfectados, en donde la expresion génica de IL-1RI esta
disminuida (ya que la eficiencia de transfeccion, y por tanto de
silenciamiento, es muy baja), la activacion de IRAK y P-ERK es mucho menor
que en las células no transfectadas, tras un tratamiento con etanol a 10 mM
durante 10 y 30 min (Figura 21). Estos resultados apoyan la hipétesis de que
el etanol puede causar una respuesta inflamatoria, a través de la activacion
de TLR4 e IL-1RI.
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Figura 21. La disminucion en la expresion génica de IL-1RI mediante ARN silenciador,
provoca un descenso en la induccion de IRAK y P-ERK tras el tratamiento de etanol a
10 mM en astrocitos en cultivo. Tras 11 dias de cultivo, astrocitos sembrados a 40000 cél /
30 mm2 fueron transfectados mediante siPORT NeoFX (Ambion, Inc.) con ARNSsi IL-1RI de
rata (sense: CCGACAAAUGCACGGAGUALt, antisense: UACUCCGUGCAUUUGUCGGtc) o
con Silencer Negative control #1 siRNA (Ambion, Inc.), ambos a 30 nM, durante 72h.
Transcurrido este tiempo, los astrocitos se trataron con etanol 10 mM durante 10 y 30 min.
Las células se lisaron y se analizaron por inmunotransferencia, usando anticuerpos anti-IL-
1RI, -IRAK, -P-ERK y —-GAPDH.



103

44.4. Los anticuerpos blogueantes anti-TLR4 y anti-IL-1RI
inhiben la activacion de los factores de transcripcion NF-kB y AP-1
producida por el etanol en astrocitos

Como ya hemos comentado, la activacion de los factores de
transcripcion NF-kB y AP-1, esta implicada en los procesos que conllevan a
una respuesta inflamatoria (Marks-Konczalik et al., 1998; Martin and Wesche,
2002; Means et al., 2000). Nuestros resultados anteriores, demostraban que
el consumo cronico de alcohol causaba una activacion de ambos factores de
transcripcion, tanto en corteza cerebral de ratas alcohdlicas, como en
astrocitos tratados con etanol de forma crénica y aguda. Por tanto, nos
cuestionamos si la activacion de NF-kB y AP-1 también estaba regulada por
una activacion de los receptores TLR4 e IL-1RI. Para contestar a esta
pregunta, los astrocitos de nuevo se pre-trataron con los blogueantes anti-
TLR4 y anti-IL-1RI, antes y durante el tratamiento con 50 mM etanol 30 min,
y se analizaron NF-kB y AP-1 mediante EMSA (Ver Seccion 3.5.3. Material y
Métodos).

Nuestros resultados demostraron que la activacion y union al ADN de
NF-kB y AP-1 se producia a los 30 min de tratamiento con etanol, y que el
bloqueo de los receptores TLR4 e IL-1RI prevenia dicha activacion (Figura
22.A, y B), sugiriendo la implicacion de TLR4 e IL-1RI en la activacion de

estos factores de transcripcion.
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Figura 22. El tratamiento agudo de etanol activa la unién al ADN de NF-kB y AP-1 a
través de los receptores IL-1RI y TLR4 en astrocitos en cultivo. La actividad de NF-kB
(A) y AP-1 (B) se ensay0 en extractos de proteina nuclear de astrocitos en cultivo tratados o
no con 50 mM de etanol durante 30 min, mediante EMSA, usando @32P-oligonuclettidos
consenso de NF-kB y AP-1 (ver Material y Métodos, Seccién 3.5.3). Los valores
densitométricos de las bandas de NF-kB y AP-1 procedentes de 4 experimentos diferentes
se muestran en la gréafica. * p< 0.03 frente a astrocitos no tratados; # p< 0.02 frente a

astrocitos tratados con etanol, en un test one-way ANOVA.
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4.5. EL ETANOL FACILITA EL RECLUTAMIENTO DE LOS RECEPTORES
TLR4/IL-1IRI EN LOS MICRODOMINIOS DE MEMBRANA LIPID RAFTS),
CONLLEVANDO A UN AUMENTO EN SU RESPUESTA Y SENALIZACION,
EN ASTROCITOS EN CULTIVO PRIMARIO

4.5.1. Uso de flotilina-1 y caveolina-1 como marcadores de lipid
rafts en astrocitos en cultivo primario.

Numerosos trabajos de los ultimos afios, sugieren que los receptores
TLRs, tras su estimulacion, sufren un reclutamiento que tiene lugar en unos
microdominios de membrana, denominados lipid rafts (Olsson and Sundler,
2006; Triantafilou et al., 2002; Triantafilou et al., 2004; Triantafilou and
Triantafilou, 2005). Estos microdominios de membrana que, entre otras
funciones, intervienen de forma activa en la transduccion de sefiales, parecen
facilitar la agregacion de receptores especificos tras su estimulacion (Pike,
2003; Simons and Toomre, 2000). Actualmente se han propuesto dos tipos
de lipid rafts con respecto a la transduccion de sefiales: 1) lipid rafts planos,
ricos en flotilina-1, no poseen caveolina-1, y por tanto no son capaces de
invaginar en caveolas para la sefializacion intracelular; y 2) caveolas, que son
pequefias invaginaciones ricas en caveolina-1 y capaces de generar
vesiculas caveolares en el citoplasma (Le Roy and Wrana, 2005; Rajendran
and Simons, 2005).

Para estudiar con mayor profundidad la activacion de los receptores
TLR4 e IL-1RI por el etanol, aislamos lipid rafts de astrocitos control y
estimulados con etanol. Los lipid rafts se aislaron mediante centrifugacion de
gradientes de sucrosa (ver Seccion 3.10). Tras separar distintas fracciones

se caracterizaron utilizando los marcadores caveolina-1 y flotilina-1. En
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nuestras condiciones experimentales, las fracciones comprendidas entre las
densidades 15-25% de sacarosa (fracciones 3-5) fueron las mas
enriquecidas en caveolas (caveolina-1), mientras que la flotilina-1 se
distribuyé en casi todas las fracciones del gradiente (fracciones 2-8 y
precipitado). Hay que considerar, que la flotilina-1 se ha encontrado en
diferentes compartimentos celulares, que no son considerados lipid rafts
(Kokubo et al., 2003; Lopez-Casas and del Mazo, 2003; Reuter et al., 2004).

La estimulacion de los astrocitos con LPS (50 ng/ml), IL-1b (10
ng/ml) o etanol a 10 mM, no alter6 de forma significativa, ni la localizacion ni
la cantidad de flotilina-1, en ninguno de los tiempos de induccion ensayados
(0, 5, 10, 15, 30 y 60 min). Sin embargo, tras la estimulacion, se observo un
aumento en la cantidad de caveolina-1 en las fracciones 35, sugiriendo que
las caveolas sufren cierta agregacion, tras la activacion de los receptores
TLR4 o IL-1RI (Figura 23, 24, 25). Al mismo tiempo, cuando las células se
trataron con etanol 50 mM, observamos alteraciones tanto en la localizacion
como en la cantidad de flotilina-1 y de caveolina-1 en las diferentes
fracciones ensayadas (Figura 26). Este efecto podria ser debido a que
concentraciones relativamente altas de etanol, como es el caso de 50 mM,
podrian estar desestabilizando la estructura de estos microdominios de
membrana, ya que se ha demostrado que altas concentraciones de etanol (>
100 mM) pueden disgregar y perturbar la estructura de los lipid rafts (Dai et
al., 2005).
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4.5.2. El danol induce el reclutamiento y traslocacion de los
receptores TLR4 e IL-1RI en los lipid rafts en astrocitos en cultivo.

A continuacién, intentamos dilucidar el posible papel de los lipid rafts
en los efectos del etanol sobre los receptores TLR4 e IL-IRI y su
sefalizacion, ya que algunos trabajos recientes sugerian que el etanol podia
influir en los procesos iniciales de la sefializacion de los receptores TLRs,
afectando su agregacion y reclutamiento en los lipid rafts (Dai et al., 2005;
Dolganiuc et al., 2006).

Para este objetivo, tras el aislamiento de lipid rafts procedentes de
astrocitos tratados con LPS (50 ng/ml), IL-1b (10 ng/ml), etanol 10 mM o 50
mM, a diferentes tiempos (0, 5, 10, 15, 30 y 60 min), se determinaron los
diferentes niveles de TLR4 e IL-1RI mediante inmunotransferencia, en las
fracciones del gradiente.

Los resultados mostrados en las Figuras 23, 25y 27, revelan que la
estimulacién tanto con LPS, como con etanol 10 mM, conlleva a un rapido
desplazamiento (5 min) de los receptores TLR4, desde las fracciones ricas en
flotilina-1, a las enriquecidas en caveolina-1. Este desplazamiento de TLR4
se observa también a los 10 min de LPS (15 min con etanol 10 mM) y
especialmente a los 30 min tras la estimulacion. Estos resultados sugieren
que la estimulacion de los receptores TLR4, causa la translocacion del mismo
a los lipid rafts capaces de formar caveolas y desencadenar la sefializacion
de este receptor.

Por otra parte, la estimulacion de los astrocitos con IL-1b o con
etanol 10 mM también produjo una traslocacion de IL-1RI a los lipid rafts ricos

en caveolina-1 (Figuras 24, 25 y 28), sugiriendo que el etanol a la
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concentracion 10 mM, induce una agregacion y reclutamiento de TLR4 e IL-
1Rl en los lipid rafts similar a sus ligandos especificos.

En el caso del tratamiento con etanol 50 mM se observé una
disminucion en la traslocacion de TLR4 e IL-1RI en los lipid rafts caveolae
(Figura 26), tal y como se esperaba tras la desestructuracion de flotilina y
caveolina-1 vista anteriormente (Seccion 4.5.1). De hecho, altas
concentraciones de etanol (> 100 mM) suprimen el reclutamiento de TLR4 en

los lipid rafts y su sefalizacion (Dai et al., 2005).

45.3. Tanto el tratamiento con LPS, como con etanol, induce una
sefializacion del receptor TLR4 independiente de MyD88 en astrocitos
en cultivo primario.

Una de las proteinas adaptadoras para la consecucion de la
sefializacion de los receptores TLRs es MyD88 (ver Introduccion). Tanto LPS
como IL-1b, al unirse a sus receptores TLR4 e IL-1RI, respectivamente,
inducen dos vias diferentes: 1) la via dependiente de MyD88, que conduce a
la produccion de citoquinas pro-inflamatorias con una rapida activacion de
NF-kB y MAPK; y 2) la via independiente de MyD88, asociada con una
induccion de genes relacionados a IFN, como la proteina TRIF, que
desencadena una activacion de NF-kB y MAPK mas tardia (Gohda et al.,
2004; Takeda and Akira, 2004; Wesche et al., 1997). Tras el fraccionamiento
obtenido en el aislamiento de lipid rafts, observamos que, tanto el tratamiento
con LPS como con etanol (10 y 50 mM) durante 5 y 30 min, incrementaron la
expresion de MyD88 en la fraccion del precipitado (ptd., fraccion de
membranas y restos celulares), pero en ningun caso se traslocaba a los lipid

rafts (Figura 23, 25, 26). En cambio, el tratamiento con IL-1b, tanto a 5 como
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a 30 min, provoco un reclutamiento de MyD88 a las fracciones menos densas
y ricas en caveolina-1 (Figura 24). Por tanto, aunque el tratamiento con LPS
0 etanol no induce una traslocacion de MyD88 a los lipid rafts, si que se
observo un aumento de MyD88 en las fracciones de membrana (precipitado),
sugiriendo que MyD88 esta implicada en la sefializacion de LPS o etanol,
pero que en ese caso, otras proteinas adaptadoras podrian estar jugando un
papel mas significativo que MyD88. Los resultados también sugieren que la
sefializacion inducida por IL-1b seria en gran parte ejecutada, por la via
MyD88 dependiente, y por tanto el efecto del etanol se asemeja mas al
tratamiento con LPS, en cuanto al desencadenamiento de una sefializacion

intracelular se refiere.

45.4. El etanol induce el reclutamiento y activacion de las
quinasas IRAK y P-ERK en los lipid rafts en astrocitos en cultivo

Actualmente se estan realizando numerosas investigaciones para
esclarecer la implicacion de los lipid rafts en la sefializacion celular, ya que
estos microdominios podrian proporcionar eficientemente una distribucion
espacial de los componentes de la transduccion en la membrana plasmatica
y lograr una eficaz iniciacion y prolongacion de la sefializacion (Dykstra et al.,
2003). Esto puede ser debido a dos razones: 1) que en los microdominios se
concentran diversas proteinas adaptadoras esenciales para la propagacion
fluida de la activacion de la cascada de sefializacion 9, 2) por la capacidad de
agregacion de estos microdominios y de moverse lateralmente en la
membrana (Alonso and Millan, 2001; Matko and Szollosi, 2002).
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Por tanto, quisimos estudiar si la cascada de sefializacion asociada a
TLR4 e IL-1RI se iniciaba gracias al reclutamiento de IRAK y P-ERK en los
lipid rafts.

Nuestros resultados demuestran que tras la estimulacion de los
astrocitos con LPS, IL-1b, como con etanol a 10 y 50 mM, durante 5, 10 (15
min con respecto a la estimulacion con etanol) y 30 min, se genera una
activacion y traslocacion de IRAK y P-ERK a las fracciones ricas en
caveolina-1 (ipid rafts caveolae) (Figura 23-28). Estos resultados sugieren
que los lipid rafts, ademas de estar implicados en la iniciacion de la activacion
de los receptores TLR4 e IL-1RI, también juegan un papel esencial en la

posterior consecucion de la sefial intracelular inducida por el etanol.
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Figura 23. El tratamiento con LPS induce el reclutamiento de TLR4, IRAK y P-ERK en
los lipid rafts caveolae. Los astrocitos fueron estimulados con LPS (50 ng/ml) durante 5, 10,
15, 30 min y 1 h, y posteriormente se aislaron lipid rafts mediante centrifugacion de
gradientes de sucrosa (Seccién 3.10). Alicuotas exactas de cada fraccion (80 n) se cargaron
en geles de 8-12% acrilamida, y se determinaron los niveles de flotilina-1, caveolina-1, TLR4,
MyD88, IRAK y P-ERK mediante inmunotransferencia. La flotilina-1 aparece enriquecida en
las fracciones 2-ptd., mientras que la caveolina-1 se encuentra en las fracciones 3-5. En la
figura se muestra una membrana representativa de cada uno de los experimentos realizados

(n=4).
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Figura 24. El tratamiento con IL-1b induce la traslocacién de IL-1RI, MyD88, IRAK y P-
ERK hacia fracciones ricas en caveolas. Los astrocitos fueron estimulados con IL-1b (10
ng/ml) durante 5, 10, 15, 30 min y 1 h, y posteriormente se aislaron lipid rafts mediante
centrifugacion de gradienes de sucrosa. Alicuotas exactas de cada fraccion (80 mi) se
cargaron en geles de 812% acrilamida, y se determinaron los niveles de flotilina-1,
caveolina-1, IL-1RI, MyD88, IRAK y P-ERK mediante inmunotransferencia. En la figura se

muestra una membrana representativa de cada uno de los experimentos realizados (n=3).
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Figura 25. El tratamiento con etanol a una concentracion de 10 mM induce la
traslocacion de TLR4, IL-1RI, IRAK y P-ERK hacia fracciones ricas en caveolas. Los
astrocitos fueron estimulados con etanol (10 mM) durante 5, 10, 15, 30 min y 1 h, y
posteriormente se aislaron lipid rafts mediante centrifugacion de gradientes de sucrosa.
Alicuotas exactas de cada fraccion (80 ml) se cargaron en geles de 8-12% acrilamida, y se
determinaron los niveles de flotilina-1, caveolina-1, TLR4, IL-1RI, MyD88, IRAK y P-ERK
mediante inmunotransferencia. En la figura se muestra una membrana representativa de

cada uno de los experimentos realizados (n=4).
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Figura 26. El tratamiento con etanol a una concentracion de 50 mM desestructura los
lipid rafts y provoca una disminucion en la traslocacion de TLR4, IL-1RI, IRAK y P-ERK
hacia estos microdominios. Los astrocitos fueron estimulados con etanol (50 mM) durante
5,10, 15, 30 min y 1 h, y posteriormente se aislaron lipid rafts mediante centrifugacion de
gradientes de sucrosa. Alicuotas exactas de cada fraccion (80 ni) se cargaron en geles de 8-
12% acrilamida, y se determinaron los niveles de flotilina-1, caveolina-1, TLR4, IL-1RlI,
MyD88, IRAK y P-ERK mediante inmunotransferencia. En la figura se muestra una

membrana representativa de cada uno de los experimentos realizados (n=4).
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Figura 27. Tanto el tratamiento con LPS como con etanol 10 mM induce un movimiento
hacia fracciones ricas en caveolina-1 de TLR4, IRAK y P-ERK. Las graficas muestran las
diferentes cuantificaciones densitométricas procedentes de las figuras 23 y 25, a los tiempos
con diferencias significativas en cuanto al desplazamiento de TLR4, IRAK y PERK a las
regiones ricas en caveolina-1 se refiere. Tanto TLR4, IRAK y RERK se encuentran
desplazados a los 5 y 30 min de tratamiento con LPS y efanol, restaurdndose casi en su
totalidad tras 1 hora de tratamiento (n=4).
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Figura 28. Tanto el tratamiento con IL-:1b como con etanol 10 mM induce un

movimiento hacia fracciones ricas en caveolina-1 de IL-1RI, IRAK y P-ERK. Las gréficas

muestran las diferentes cuantificaciones densitométricas procedentes de las figuras 24 y 25,

a los tiempos donde se aprecian diferencias significativas obvias en cuanto al

desplazamiento de IL-1RI, IRAK y P-ERK a las regiones ricas en caveolina-1 se refiere.

Tanto IL-1RI, IRAK y P-ERK se encuentran desplazados a los 5y 30 min de tratamiento con

IL-1b y etanol, restaurandose casi en su totalidad tras 1 hora de tratamiento (n=3).
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4.6. EL ETANOL INDUCE LA INTERNALIZACION Y SENALIZACION DEL
RECEPTOR IL-IRI A TRAVES DE LA FUSION DE VESICULAS
CAVEOLARES Y CAVEOSOMAS, A LA MEMBRANA DE ENDOSOMAS
DE GRAN TAMANO DEPENDIENTES DE CLATRINA.

Hemos demostrado que el etanol es capaz de activar la cascada de
sefializacion intracelular, tanto de TLR4 como de IL-1RI, a través de su
interaccion con los microdominios de membrana lipid rafts. Pero nos
preguntdbamos si el mecanismo de tréafico intracelular de esta sefial
inflamatoria, es decir internalizacion, clasificacion en endosomas y posterior
degradacion en lisosomas de IL-1RI, tal y como ocurre tras la unién de la
citoquina IL-1b (Brissoni et al., 2006), se producia tambien, tras el
tratamiento con etanol.

Para resolver este objetivo, se realizaron andlisis por microscopia
confocal (Leica TCS-AOBS-SP2) de inmunofluorescencias obtenidas de
astrocitos sembrados en cubres de 16 mm, y tratados con etanol (10 y 50
mM) o IL-1b (10 ng/ml) durante 5, 10 y 30 min, tefiidos con la subunidad B de
la toxina colérica (CT-B) conjugada a Alexa Fluor 488 (verde) y anti-IL-1Rl,
seguido de anti-rabbit conjugado con rodamina (rojo) (ver Material y métodos,
Seccion 3.6), en ausencia total de Triton X-100.

La toxina colérica se ha usado desde siempre, como marcador de la
endocitosis caveolar, ya que la subunidad B de esta toxina se une al GM:
gangliosido que esta enriquecido en la membrana de las caveolas (Schnitzer
et al., 1996; Tran et al., 1987) y ademas también se ha encontrado en los
endosomas positivos a la tincion EEAL (marcador de endosomas tempranos)
(Parton and Richards, 2003).
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Nuestros resultados demuestran una distribucion de CT-B e IL-1RI en
membrana plasmatica y localizada también en citoplasma y zona perinuclear
en la situacion no estimulada. Pero, curiosamente, tanto el tratamiento a 5
como a 30 min de IL-1b o etanol (10 mM), produce una redistribucion de CT-
B e IL-1RI desde la membrana plasmatica y citosol, a estructuras definidas
en forma de anillo de gran tamafio en el citoplasma (6-8 nm) (Figura 29),
semejantes a endosomas tempranos aberrantes causados por determinados
tratamientos (Carozzi et al., 2000; Pelkmans et al., 2004).

La formacion de estas estructuras aberrantes, se ve incrementada en
namero e intensidad a los 30 min de induccion con etanol, y ademas se
observa, también a este tiempo, una tincion de TRITC en el nlcleo, lo que
sugiere que IL-1RI se transporta al nucleo, mientras que la CT-B (caveolas)
se mantiene en citoplasma (Figura 29). Este efecto se encuentra mas
acusado a los 30 min de induccién con etanol a una concentracion de 50 mM,
en comparacion a 10 mM.

En contraposicion, a los 10 min de induccion con IL-1b o etanol 10
mM, se observa una disminucion en la intensidad, pero sobretodo, en la
cantidad de estas estructuras anillares de gran tamaio.

Aunque el tratamiento con etanol e IL-lb genere este tipo de
estructuras anillares de gran tamafio en el citoplasma, donde conviven tanto
las caveolas como IL-1RI, no hemos observado colocalizacion entre ambas,
s6lo hemos detectado una gran proximidad entre ellas. Estos resultados
sugieren que las caveolas, fal y como hemos comentado anteriormente, son
como plataformas de sefializacion que sirven para ensamblar los
componentes requeridos, facilitando su interaccion y apoyando su
sefalizacion (Magee et al., 2002; Pike, 2003).
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Figura 29. El tratamiento con IL-1b o etanol provoca la endocitosis de IL-1RI a través
de la asociacion de vesiculas caveolares a endosomas de gran tamafio. Los astrocitos
se sembraron en cubres de 16 mm y se trataron con IL-1b (A) o etanol (10 y 50 mM) (B)

durante 5, 10 y 30 min. Posteriormente, las células se incubaron con CT-B (toxina colérica B)

(verde) y anti-IL-1RI (rojo), y Hoechst 33342 (azul) (barra de calibracién=30y 10 nm).
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Capitulo 5: DISCUSION

5.1. EL CONSUMO CRONICO DE ALCOHOL INDUCE DANO HEPATICO:
PAPEL DE LA ACTIVACION DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA
ASOCIADA A LPS e IL-1b EN HEPATOCITOS

La relacion entre el consumo de alcohol y enfermedad hepatica esta
claramente establecida. El espectro de la enfermedad hepética alcohdlica
varia desde la presencia de un proceso benigno de higado graso, sin
inflamacion ni fibrosis, hasta el desarrollo de formas mas severas de
enfermedad como la hepatitis alcohdlica, la formacion de fibrosis, y
finalmente la progresion a cirrosis con sus complicaciones de insuficiencia
hepatica y riesgo de hepatocarcinoma. Sin embargo, la incidencia de dafio
hepatico severo en alcohdlicos, como la cirrosis, es relativamente baja (15-
20%), lo que hace pensar que existen factores asociados (genéticos,
ambientales, nutritivos) que contribuyen al dafio hepatico relacionado con la
ingesta de alcohol.

De hecho, se sabe que el etanol es un hepatoxico y su consumo
causa graves alteraciones a nivel bioquimico, fisioldgico y funcional en el
hepatocito (Blondell et al., 1996; Lands, 1995; Tsukamoto and Lu, 2001). Sin
embargo, a pesar de los numerosos avances realizados en la Ultima década,
no estan totalmente esclarecidos los mecanismos que participan en la
progresion y en el dafio que ocurren en la hepatopatia alcohdlica y que
pueden conducir a la cirrosis. Entre los mecanismos propuestos, y que se
consideran con mayor relevancia se incluyen: aumento de radicales libres y
estrés oxidativo (Arteel, 2003), consecuencias de la produccion de

acetaldehido (Lieber, 2004), e induccion de procesos inflamatorios que
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causarian dafio en el parénquima hepatico y muerte del hepatocito (Bode and
Bode, 2005; Tsukamoto and Lu, 2001). Referente a este Gltimo mecanismo,
diferentes estudios han demostrado un aumento en los niveles plasmaticos
de citoquinas inflamatorias en individuos con hepatopatia alcohdlica y con
cirrosis alcohdlica (Bunout et al., 1996; Khoruts et al., 1991; McClain et al.,
1999; Valles et al., 2003).

En general, durante los procesos inflamatorios las dos citoquinas que
inician la cascada de la respuesta inflamatoria actuando de forma sinérgica
son el TNF-a y la IL-1b, (Dinarello, 2000). En alcohodlicos con hepatitis y
cirrosis alcohdlica, se ha observado una sobreproduccion de estas dos
citoquinas pro-inflamatorias (Khoruts et al., 1991; Shimada et al., 1993), que
parecen jugar un papel esencial en la patogénesis de la enfermedad hepatica
alcoholica (Kishore et al., 2002; McClain et al., 1999). El mecanismo que
subyace a la liberacion de citoquinas, se desconoce, aunque diversos
estudios han demostrado que el consumo de alcohol induce tanto
proliferacion bacteriana intestinal como la liberacion de la endotoxina LPS al
torrente circulatorio, lo que podria explicar el aumento de esta toxina en el
plasma de alcoholicos (Bode et al., 1987; Fukui et al., 1991). Se ha sugerido
que el aumento en los niveles de LPS jugaria un papel esencial en el
desarrollo del dafio hepatico asociado al consumo de alcohol (Bode and
Bode, 2005), ya que el LPS es capaz de exacerbar la liberacién de citoquinas
pro-inflamatorias e incrementar la activacion de la respuesta inflamatoria y
dafio hepatico (Adachi et al., 1995; Naniji et al., 1993).

La mayoria de estudios sugieren que el etanol de forma directa o
indirecta, a través de la liberacion del LPS, estimularia a las células de

Kupffer, 0 macréfagos residentes en el higado, que serian los responsables
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de la liberacion de TNF-a al parénquima hepatico y al suero, siendo esta
citoquina la principal implicada en el dafio inflamatorio asociado al consumo
de alcohol (Bode and Bode, 2005). Sin embargo, pocos estudios habian
considerado el posible papel de la IL-1b como citoquina esencial, junto al
TNF-a, en el proceso inflamatorio asociado a la hepatopatia alcohélica. Al
mismo tiempo, nadie habia considerado la posibilidad de que el hepatocito,
pudiera estimularse por el etanol, y/o por el LPS, y liberar citoquinas.
Nuestros resultados demuestran, por primera vez, que el etanol es capaz de
estimular la liberacion de las citoquinas IL-1b e IL-10 en los hepatocitos, no
afectandose los niveles de TNF-a. Igualmente, nuestros resultados
demostraron que la endotoxina LPS potencia la liberacion de IL-1b inducida
por el alcohol. Considerando que los hepatocitos son las células mas
abundantes en el parénquima hepatico, representando un 85% del volumen
hepatico (Tsukamoto and Lu, 2001), la liberacion de IL-1b por los hepatocitos
podria contribuir, tanto a los incrementos en los niveles plasmaticos de esta
citoquina, como contribuir al dafio hepatico inducido por el etanol a través de
la induccion de su cascada de sefializacion, que puede conllevar a la
produccié n de mas citoquinas.

Por tanto, nuestro siguiente objetivo fue estudiar el posible efecto del
consumo cronico de alcohol sobre la cascada de sefializacion intracelular
asociada a la IL-1b, asi como los posibles cambios en el nivel de su receptor,
IL-1RI. Nuestros resultados demuestran que el consumo crénico de alcohol
causa un aumento en los niveles de expresion del receptor IL-1RI en higado
y en hepatocitos en cultivo. El aumento de expresion de IL-1RI se asoci6 a

una activacion de las quinasas IRAK y ERK1/2, asi como del factor de
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transcripcion NF-kB, cascada de sefializacion asociada a IL-1b (Huang et al.,
1997; MacGillivray et al., 2000; Singh et al., 1999).

Algunos trabajos experimentales han demostrado un aumento en la
susceptibilidad al LPS y a IL-1b para el desarrollo del dafio hepatico inducido
por el consumo crénico de alcohol (Honchel et al., 1992; Koteish et al., 2002;
Mathurin et al., 2000). De acuerdo con estos datos, nuestros resultados
demuestran que los hepatocitos procedentes de ratas alcoholicas poseen
una mayor respuesta inflamatoria cuando se tratan con LPS o con IL-1b, en
comparacion a los hepatocitos procedentes de animales control. Estos
resultados sugieren que el consumo de alcohol, no sélo sensibiliza a las
células de Kupffer, tal y como se habia demostrado (Enomoto et al., 1998;
Yamashina et al., 2005; Yamashina et al., 2000), sino que los hepatocitos
también pueden sensibilizarse tras el tratamiento con LPS e IL-1b,
generando un incremento de la sefal inflamatoria y dafio celular asociadas a
la hepatopatia alcohdlica.

Aungue los mecanismos implicados en el aumento de la sensibilidad
al LPS e IL-1b tras el consumo cronico de alcohol no estan totalmente
esclarecidos, algunos estudios sugieren que esta sensibilizacion se debe a
una sobre-activacion de la proteina quinasa ERK1/2 de las células de Kupffer
(Cao et al., 2002; Kishore et al., 2002). De forma similar, nuestros resultados
mostraron un aumento muy marcado en la fosforilacion de ERK1/2 en
hepatocitos procedentes de ratas alcoholicas tratados con LPS e IL-1b.
Ademas, observamos una notable activacion de ERK1/2,, lo que podia
explicar el posterior incremento en la union al ADN de NF-kB en hepatocitos

procedentes de ratas alcohdlicas, ya que la inhibicion de ERK1/2, por el PD-
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98059, elimind la induccion de este factor de transcripcion por la estimulacion
de IL-1b, tanto en hepatocitos control como de ratas alcohdlicas Estos
resultados sugieren que la induccion de la MAP quinasa ERK1/2 y posterior
activacion del factor de transcripcion NF-kB, intervendrian en el proceso de
sensibilizacion de los hepatocitos al LPS o IL-1b, potenciando la muerte
celular y dafio hepatico inducido por el alcohol, ya que podrian intervenir en
el aumento de la liberacion de mediadores toxicos, tales como IL-1b, TNF-
a (Kishore et al., 2002) y NF-kB (Uesugi et al., 2001a; Yamashina et al.,
2005).

Otro aspecto interesante de este estudio fue el hallazgo que
demostraba que el etanol era capaz de estimular la produccion de IL-10 en
hepatocitos, aunque los niveles de su receptor IL-10R no se veian afectados,
ni en higado ni en hepatocitos procedentes de ratas alcohdlicas. Puestos que
la citoquina IL-10 es un potente anti-inflamatorio, y puede contrarrestar los
efectos de las demas citoquinas pro-inflamatorias, tales como TNF-a e IL-1b
(Louis et al., 2003) y del LPS (Hill et al., 2002), estos resultados sugieren que
el consumo de alcohol podria perturbar el balance de citoquinas pro- y anti-
inflamatorias en hepatocitos (Jarvelainen et al., 1999; Le Moine et al., 1999),
disminuyendo la respuesta protectiva de IL-10 y acentuando el dafio hepético
y la sensibilizacion al LPS inducidos por el alcohol.

En conclusion, aunque existen numerosas evidencias que indican la
implicacion principal de las células de Kupffer en el dafio hepatico inducido
por el alcohol, nuestros resultados demuestran que el consumo crénico de
alcohol también incrementa la produccion de IL-1b y su respuesta

inflamatoria en el hepatocito. También demostramos que el etanol es capaz
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de sensibilizar a los hepatocitos frente a citoquinas inflamatorias y
endotoxinas, exacerbando el dafio inflamatorio ocasionado en el higado
(Valles et al., 2003).

El interés principal de estos resultados reside en el papel de los
hepatocitos, no considerados como célula macréfago, como diana del alcohol
en la consecucion del dafio inflamatorio en el higado. Ademas, en
contraposicion a la gran importancia que se ha atribuido al TNF-a en la
patogénesis de la enfermedad alcohdlica hepética (Mathurin et al., 2000;
Szuster-Ciesielska et al., 2000; Thurman, 1998; Yamashina et al., 2000; Yee
et al., 2000), nuestros resultados demuestran que, la citoquina IL-1b junto
con el LPS, pueden jugar un papel esencial en la respuesta inflamatoria en el

hepatocito desencadenada por el etanol.

52. EL ETANOL INDUCE LA EXPRESION DE MEDIADORES
INFLAMATORIOS Y MUERTE CELULAR EN CORTEZA CEREBRAL Y EN
ASTROCITOS EN CULTIVO PRIMARIO

Durante los Ultimos afios han aparecido numerosas investigaciones
que resaltan el papel esencial que desempefia la citoquina IL-1b, como
molécula clave en las interacciones que ocurren a nivel cerebral durante la
respuesta inmune y especialmente, en la neuroinflamacion (Touzani et al.,
1999) asociada con ciertas formas de neurodegeneracion (Rothwell and
Luheshi, 2000). La inmensa mayoria de estos trabajos apuntan a la accion de
la IL-1b como un potente activador de los astrocitos humanos (John et al.,
2004; John et al., 2001), implicando esa respuesta en el mecanismo de

ciertas enfermedades neurodegenerativas, tales como la enfermedad de
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Parkinson, Alzheimer, etc (Giovannini et al., 2003; Hunot and Hirsch, 2003,;
Mrak and Griffin, 2005). Como ocurria con los hepatocitos, los astrocitos,
clasicamente, han sido considerados como elementos no excitables, cuya
principal funcion era de soporte del tejido nervioso, y la activacion de la
microglia, las células fagociticas del cerebro, se asociaba con el dafio o
inflamacion del SNC.

Es por ello, y por el interés de nuestro laboratorio en las funciones de
las células astrogliales como diana en los efectos neurotoxicos del etanol,
tanto en cerebro adulto como durante su desarrollo (Pascual et al., 2001), por
lo que nos planteamos abordar la hipétesis de que los astrocitos juegan un
importante papel en las funciones inmunoldgicas en el cerebro, y que la IL-1b
es esencial en la respuesta inflamatoria de estas células. Al mismo tiempo,
nos planteamos contestar a la pregunta, de si el etanol, al igual que ocurre en
higado, es capaz de inducir una respuesta inflamatoria asociada a la IL-1b en
astrocitos y en cerebro, y si esta respuesta es responsable de la

neurotoxicidad y dafio cerebral observada en pacientes alcoholicos.

5.2.1. Etanol y dafio cerebral: papel de los mediadores
inflamatorios.

El cerebro es uno de los principales érgano diana con respecto a los
efectos del alcohol, ya que causa una gran variedad de alteraciones en la
estructura, fisiologia y funciones de este drgano. Los alcoholicos presentan
una reduccion del tamafio cerebral, en comparacion a los individuos no
alcoholicos, y el grado de atrofia del cerebro se correlaciona con la cantidad
de alcohol consumido (Kril and Halliday, 1999). Numerosas evidencias

experimentales han demostrado que el consumo crénico de alcohol induce
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neurotoxicidad y dafio cerebral, pudiendo causar neurodegeneracion en el
cerebro humano (Fadda and Rossetti, 1998; Harper et al., 2003; Kril et al.,
1997). Las alteraciones neuropatoldgicas que se observan son pérdida
neuronal y reduccion de la materia blanca (Kril et al., 1997), junto con una
reduccion en el numero de astrocitos y muerte de éstos (Korbo, 1999; Kril et
al., 1997; MiguelHidalgo et al., 2002). Datos recientes han demostrado,
ademas, que la ingesta de elevadas cantidades de alcohol durante un corto
periodo de tiempo, de forma intermitente, en donde se alcanzan altos niveles
de alcohol en cerebro, es especialmente perjudicial para este o6rgano, y
puede causar neurodegeneracion en animales experimentales (Collins et al.,
1998; Crews et al., 2000; Obernier et al., 2002).

Los procesos neuropatologicos implicados en la neurotoxicidad y
neurodegeneracion inducida por el etanol, al igual que ocurre en el higado,
no estan bien esclarecidos, aunque se han postulado algunos mecanismos y
factores que podrian contribuir en esta neurotoxicidad. Asi, se ha sugerido la
participacion de procesos excitotoxicos y la generacion de oxido nitrico
(Lancaster, 1992), otros han demostrado que durante la neurodegeneracion
se produce un “hinchazon” de las células gliales (glial swelling), conduciendo
a un edema cerebral (Collins et al., 1998), y finalmente otros grupos,
incluyendo el nuestro (Montoliu et al., 1994), han postulado la participacion
de un estrés oxidativo debido a un aumento de radicales libres (Sun et al.,
2001). Hay que considerar, que la produccion de radicales libres (Vallett et
al., 1997) y de especies reactivas de oxigeno (Montoliu et al., 1994), son
producidas, principalmente, por el sistema de citocromos P-450, y
especificamente por la isoforma CYP2EL. Trabajos de nuestro laboratorio

indican que el CYP2EL, ademas de estar en el higado, se expresa en
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cerebro, en donde se induce tras el consumo crénico de alcohol (Montoliu et
al., 1995). Un aumento de radicales libres podria activar al NF-kB en cerebro
(Sun et al.,, 2001). Es interesante resaltar el hecho, de que el CYP2E1
también se expresa en astrocitos y se induce tras la exposicion al etanol
(Montoliu et al., 1995), sugiriendo que la activacion de las células gliales
contribuiria a la generacion de radicales libres por parte del etanol en el
cerebro.

Estudios experimentales y en humanos de los Gltimos afios han
sugerido el papel del proceso inflamatorio en la patogénesis de diversos
transtornos neurodegenerativos, incluyendo las enfermedades de Alzheimer,
Parkinson, demencia asociada al SIDA y Esclerosis Multiple (Giovannini et
al., 2003; Hunot and Hirsch, 2003; Owens, 2003). Una de las caracteristicas
principales de la neuroinflamacion es la activacion de las células gliales,
especialmente la microglia y la astroglia, las cuales son capaces de producir
compuestos pro-inflamatorios y neurotéxicos, incluyendo citoquinas y ROS,
como superdxido, 6xido nitrico (NO) y otros compuestos implicados en
inflamacion (COX-2, prostaglandinas) (Hirsch et al., 2003). Las células
gliales, y en particular los astrocitos, responden activamente al dafio cerebral
y juegan un papel dual, por una parte liberan factores tréficos para ayudar al
crecimiento axonal, y por otra son capaces de expresar Y liberar mediadores
inflamatorios amplificando los efectos de la respuesta inflamatoria (Minagar et
al., 2002).

Basados en los anteriores hallazgos, resultados en humanos que
demuestran reduccion y muerte de las celulas astrogliales en cerebros de
alcohdlicos (Korbo, 1999; Kril et al., 1997; Miguel-Hidalgo et al., 2002), y

resultados previos de nuestro laboratorio que demostraban que el etanol era
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capaz de causar muerte en astrocitos en cultivo (Pascual et al., 2003), nos
planteamos la hip6tesis de que el etanol podia potenciar los mecanismos
inflamatorios, aumentando la liberacion y respuesta de citoquinas pro-
inflamatorias, lo que conllevaria a una exagerada respuesta inflamatoria,
muerte celular y dafio tisular. Nuestros resultados demostraron que el
tratamiento crénico de etanol, no so6lo incrementa los niveles de citoquinas
(IL-1b) y de mediadores inflamatorios (INOS y COX-2) en corteza cerebral y
en astrocitos en cultivo, sino que activa cascadas de sefializacion asociadas
a los receptores TLRs (IL-1RI y TLR4), clasicamente asociadas con
inflamacion. Especificamente, observamos una activacion de las MAP
quinasas y de los factores de transcripcion NF-kB y AP-1. Ademas, estos
eventos inflamatorios se asociaron con un aumento de la muerte celular
(Valles et al., 2004). Estos resultados sugieren que la activacion de las
células gliales por el etanol, ademas de incrementar la produccion de
compuestos toxicos, como son ROS (Montoliu et al., 1994) y NO (Blanco et
al., 2004), inducen un aumento de citoquinas y mediadores inflamatorios que
pueden contribuir al dafio cerebral, de forma similar a lo que ocurre en
algunos transtornos neurolégicos y en enfermedades neurodegenerativas
(Giovannini et al., 2003; Hunot and Hirsch, 2003; Owens, 2003), sugiriendo la
implicacion de la inflamacion en el dafio cerebral inducido por el alcohol.
Actualmente, las evidencias que poseemos de que el etanol es capaz
de inducir mediadores inflamatorios en el cerebro, proceden principalmente,
de estudios realizados en células neurales en cultivo. Asi, algunos estudios
han demostrado que el alcohol es capaz de alterar la produccion de NO y la
expresion de iINOS y COX-2 en diferentes sistemas celulares, en ausencia o

presencia estimulos adicionales, como otras citoquinas o LPS. Por ejemplo,
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el etanol potencia la expresion de iINOS inducida por citoquinas en células de
glioma C6 (Syapin et al., 2001), en células de la barrera hematoencefélica
(células RBE4) (Naassila et al., 1996) y en neuronas embrionarias corticales
(Mori and Natsuki, 1996). La estimulacion en la produccién de NO y la
expresion de iINOS también se ha descrito, incluso en ausencia de otros
estimulos, tal y como se demuestra en lisados de cerebro procedentes de
cultivos de ceélulas cerebrales (Shih et al., 2001), asi como en modelos
experimentales de exposicion prenatal al alcohol (Dizon et al., 2004).

El incremento en la expresion de COX-2 también se ha observado
tras la administracion aguda (Knapp and Crews, 1999) y crdnica (Knapp and
Crews, 1999; Simonyi et al., 2002) de alcohol en cerebro de rata, asi como
en astrocitos expuestos al etanol (Luo et al., 2001). En este ultimo trabajo se
demuestra que el etanol aumenta los niveles de COX-2 en astrocitos, pero no
en neuronas.

De acuerdo con los anteriores datos, nuestros resultados indican que
el etanol induce una rapida induccion de COX-2 e INOS, que tiene lugar a los
30 min y a las 24 h del tratamiento (Blanco et al., 2004). Nuestros datos
tambien demuestran que la activacion del factor de transcripcion NF-kB es
critica para la induccion de INOS y COX-2 por el etanol, ya que la inhibicion
de la actividad de NF-kB, mediante PDTC o BAY 11-7082, suprime la
expresion de iINOS y COX-2, sugiriendo una regulacion transcripcional de
estos mediadores inflamatorios por el NF-kB (Blanco et al., 2004). Estos
resultados concuerdan con estudios realizados en fibroblastos humanos
estimulados con IL-1b, en los que se observa una induccion réapida de los
genes de respuesta inmediata INOS y COX-2, que esta regulada a nivel

transcripcional por NF-kB, y al mismo tiempo, se induce una activacion tardia
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de estos mediadores inflamatorios que estda mediada a nivel post
transcripcional, tanto por la MAPK p38, como por los niveles de
prostaglandinas y citoquinas liberados, mediante mecanismos de
retroalimentacion negativa y positiva (Faour et al., 2001; Faour et al., 2003).
Este Gltimo mecanismo podria explicar, tanto el descenso en la expresion de
INOS y COX-2, tras los 30 min de estimulacion con etanol (retroalimentacion
negativa), como el posterior ascenso de su expresion a las 24 h de
tratamiento (retroalimentacion positiva).

La repercusion a nivel fisiologico y funcional de los anteriores
resultados se demuestra en un reciente trabajo en donde el tratamiento
intermitente con alcohol a ratas adolescentes, induce la expresion de iINOS y
COX-2, y ademas incrementa la muerte por apoptosis en corteza, hipocampo
y cerebelo. Los resultados también demuestran que la administracion de la
indometacina, inhibidor de la COX-2, bloquea tanto la induccion de la iNOS 'y
la COX-2, y previene la muerte celular producida por el alcohol (Pascual et
al., 2007).

En resumen, nuestros resultados indican que el etanol puede inducir
genes de rapida respuesta (INOS y COX-2), que pueden estar implicados en
la generacion de radicales libres y otros productos toxicos, incrementando el
estrés oxidativo neuronal, la muerte celular por apoptosis y el dafio cerebral.
Ademas, la activacion del factor de transcripcion NF-kB seria un componente
critico en la produccion de mediadores inflamatorios por el etanol, al menos
en células astrogliales.

Aunque los mecanismos por los que el alcohol induce la expresion de
mediadores inflamatorios en el cerebro se desconocen, en este trabajo

postulamos, que la activacion de NF-kB y posterior aumento en la expresion
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de INOS y COX-2, podrian ser el resultado de la induccion en la sefializacion
de los receptores TLRs por el etanol, tal y como se discute en el siguiente

apartado.

5.2.2. El etanol estimula la cascada de sefalizacion y los
factores de transcripcion asociados a la activacion de los receptores
TLRs: implicacion en el dafio inflamatorio cerebral inducido por el
alcohol.

Tal y como se ha comentado en la introduccion, la estimulacion de
los receptores TLRs y del sistema innato inmune conlleva a la activacion de
NF-kB (ver Esquema 2, Introduccion), y a la induccion de numerosos genes
de respuesta inmune e inflamatoria (Fubini and Hubbard, 2003), los cuales
codifican para citoquinas, enzimas (iNOS y COX-2) (Chen et al., 2005;
Hwang et al., 1997; Konstantinopoulos et al., 2006) y moléculas de adhesion.

Diversos estudios, tanto in vitro como in vivo, han demostrado que,
tanto el tratamiento agudo como cronico de etanol, causa una activacion de
NF-kB. Por ejemplo, la exposicion aguda al etanol (25-100 mM) se ha
demostrado que potencia la actividad de NF-kB inducida por citoquinas en
céelulas astrogliales humanas (Davis and Syapin, 2004). De acuerdo con
estos datos, nuestros resultados demuestran el tratamiento agudo con etanol
genera una potente induccion de este factor de transcripcion, que se observa
a los 30 min y 24 h de tratamiento (Blanco et al., 2004; Blanco et al., 2005).
Al mismo tiempo, la exposicion cronica al alcohol también induce una
activacion de NF-kB en higado (Wheeler et al., 2000), cerebro (Ward et al.,
1996) y en corteza cerebral, tal y como lo demuestran nuestros resultados

(Valles et al., 2004). Ademas, tanto en astrocitos como en corteza cerebral, la
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activacion de NF-kB se acompafia de una disminucion significativa de los
niveles citoplasmicos de IkB-a, y de un aumento en los niveles de
citoquinas, y de las enzimas iNOS y COX-2. Estos resultados sugieren que
NF-kB esta activado de forma sostenida en respuesta al tratamiento cronico
de alcohol.

La regulacion del NF-kB estd controlada en multiples niveles,
incluyendo su localizacion subcelular. El factor NF-kB esta retenido en el
citoplasma en células no estimuladas, y es transportado al nicleo en
respuesta a una gran diversidad de estimulos (Mercurio et al., 1999; Mercurio
etal., 1997), donde se une especificamente a motivos kB del ADN y altera la
expresion de un gran nimero de genes pro-inflamatorios (DiDonato et al.,
1997). Sin embargo, se sabe que tras la estimulacion, la duracion de la
activacion de NF-kB puede ser transitoria 0 persistente, dependiendo del
estimulo y del tipo celular. Este perfil temporal de NF-kB puede tener una
relevancia clinica importante, ya que mientras una induccion rapida de NF-kB
puede ser beneficiosa para la respuesta inmune contra la infeccion o el dafio
(Pascual and Glass, 2006), una activacion duradera o persistente puede
inducir aumento en mediadores inflamatorios y, de hecho, se ha observado
en enfermedades inflamatorias cronicas, tales como la Esclerosis Mdltiple
(Moynagh, 2005).

En un estudio reciente, se demuestra que la induccion de NF-kB es
persistente en astrocitos tratados con IL-1b (Griffin and Moynagh, 2006). De
acuerdo con estos datos, nuestros resultados demuestran que el consumo
cronico de alcohol activa de forma sostenida al NF-kB, y esta activacion se

asocia con niveles elevados de IL-1b, tanto en cerebro como en astrocitos.
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Estos resultados sugieren que los altos niveles de IL-1b que se asocian con
el tratamiento cronico de alcohol, podrian ser los responsables de la
persistente activacion de NF-kB, y podrian participar en la induccion
prolongada de mediadores inflamatorios y del dafio cerebral inducido por el
consumo de alcohol.

Otro punto importante en el mecanismo de activacion del NF-kB, es
a través de su regulacion por IKK. Existen numerosas evidencias que
demuestran que IKK se activa a través de la fosforilacion de otras quinasas
en los primeros eslabones de la cascada de sefializacion de los receptores
TLRs. Se ha postulado que la fosforilacion de IKK estaria mediada por
diferentes quinasas, entre las que se incluyen la NF-kB-inducing kinase (NIK)
y las MAP quinasas (MAPK: ERK1/2, INK 'y p38) (Lee et al., 1997; Ling et al.,
1998; Nakano et al., 1998) (ver Esquema 1, Introduccién). La mayoria de
estudios experimentales demuestran la participacion de las MAPKs en los
procesos inflamatorios (Dong et al., 2002; Lee et al., 1997; Lee and Shukla,
2005; Means et al., 2000; Sugden and Clerk, 1997). Ademas, la activacion de
las MAPKs, no sélo incrementa la actividad de NF-kB, sino que también
facilita la union al ADN y la actividad de otro factor de transcripcion, como es
activator protein-1 (AP-1).

De hecho, se ha demostrado que el factor AP-1 se activa a traves de
las MAPKs o de las quinasas activadoras de las MAPK. Estas quinasas se
unen a los promotores c-jun y c-fos incrementando su actividad
transcripcional, y formando heterodimeros estables de AP-1 (Karin, 1995).
Por tanto, la activacion de las MAPK pueden ser el eslabon principal para la
induccion de los factores de transcripcion NF-kB y AP-1, ya que al igual que

ocurre en higado (Nagy, 2003), el tratamiento crénico con etanol induce en
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corteza cerebral y astrocitos una activacion de MAPK, que da lugar a una
estimulacion de los factores de transcricion NF-kB y AP-1, y estos eventos se
asocian con un incremento en la inflamacién y dafio celular (Valles et al.,
2004). Finalmente, considerando que la activacion de las MAPKs puede
mediar el proceso inflamatorio y la liberacion de moléculas neurotdxicas, tal y
como se describe en numerosos estudios in vitro e in vivo, estas quinasas
pueden ser dianas potenciales para la farmacoterapia en el dafio agudo
cerebral y neuroinflamacion inducida por el alcohol.

Uno de los mecanismos claramente aceptado por muchos
investigadores en la induccion de neurotoxicidad por el etanol, es la
capacidad del etanol de inducir muerte celular por apoptosis (Chen et al.,
2006; Fakoya and Caxton-Martins, 2006; Guasch et al., 2003; Minambres et
al., 2006; Siler-Marsiglio et al., 2006; Young et al., 2003). Nuestros resultados
sugieren que los mediadores inflamatorios podrian causar dafio y muerte por
apoptosis en corteza cerebral y en astrocitos, ya que la estimulacién de la via
MAPK/NF-KB/AP-1, y posterior incremento en la expresion de mediadores
inflamatorios, siempre va acompafiada de un aumento en la apoptosis
(Blanco et al., 2005; Valles et al., 2004).

Finalmente, aunque la muerte por apoptosis es comdn en
enfermedades neurodegenerativas (Emerit et al., 2004; Takuma et al., 2004)
y enfermedades neuroinflamatorias (Walker and Lue, 2005), no podemos
excluir la posibilidad de que el etanol pueda causar también muerte por
necrosis. De hecho, se ha descrito que la inflamacion da lugar a dafio y
muerte celular por necrosis, posiblemente por defectos en la fagocitosis y
eliminacion de células apoptéticas y necroticas que se producen en la

inflamacion y neurodegeneracion del SNC (Wyss-Coray and Mucke, 2002).
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° Dafio cerebral inflamatorio

Esquema 4. Mecanismo potencial del dafio cerebral inducido por el etanol. El etanol
desencadena la respuesta de sefializacion inflamatoria (MyD88, MAPKs, NF-kB y AP-1) y
aumenta la produccion de mediadores inflamatorios (IL-1b, INOS, COX-2, IL-10, TNF-a)
mediante la activacion de los receptores TLR4 e IL-1RI en células gliales, pudiendo conllevar
a una respuesta inflamatoria exacerbada responsable del dafio cerebral por un aumento en

la muerte neural y astrocitica.
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En conclusion, los resultados de este apartado indican que el etanol
seria capaz de inducir una activacion de la glia, a través de la estimulacion
de cascadas de sefializacion intracelular asociadas a los receptores TLRs,
conllevando a un aumento en la produccién de mediadores inflamatorios y
compuestos toxicos que podrian exacerbar la respuesta inflamatoria y muerte

neural y astrocitica, tal y como se ilustra en el Esquema 4.

53. ALCOHOL Y NEUROINFLAMACION: ACTIVACION DE LOS
RECEPTORES TLR4 e IL-1RI Y SU SENALIZACION INTRACELULAR, A
TRAVES DE SU RECLUTAMIENTO EN LOS MICRODOMINIOS DE
MEMBRANA LIPID RAFTS.

5.3.1. Implicacion de los receptores TLR4 e IL-1RI en la
respuesta inflamatoria inducida por el etanol en astrocitos.

La estimulacion de los receptores TLRs se ha implicado con la
iniciacion de la respuesta innata inmune, ya que desencadena la expresion
de genes inflamatorios y en Ultima instancia, el beneficio de la eliminacion de
agentes infecciosos (Akira and Takeda, 2004). Sin embargo, una super-
produccion de moléculas inflamatorias, por una inapropiada y sostenida
respuesta inflamatoria, puede causar numerosas patologias de origen
inflamatorio (Campbell, 2004). Por tanto, la inflamacion es un componente
importante en el dafio asociado a algunas enfermedades autoinmunes
(Dalgleish and O'Byrne, 2006; Tedgui and Mallat, 2006).

Diversos estudios clinicos y experimentales revelan que el consumo
de alcohol afecta, tanto a la respuesta innata inmune como a la respuesta

inflamatoria en numerosos 6rganos, incluyendo al higado (MacGregor, 1986;



141

Nagy, 2003). Sin embargo, nadie habia demostrado que el alcohol pudiera
también afectar a la respuesta del sistema inmune en el SNC e inducir
inflamacion y dafio en cerebro.

El SNC posee un sistema innato inmune muy bien organizado para
defenderse de las infecciones (Marcolini et al., 2002; Rivest, 2003), y lesiones
(Owens et al., 2005; Tanga et al., 2005). Las células gliales son las
encargadas de generar una respuesta rapida y efectiva para controlar
cualquier infeccién, hasta que las células del sistema inmune adaptativo
periférico puedan ser reclutadas (Aloisi, 2001; Mack et al., 2003). De hecho,
tanto la microglia como los astrocitos, expresan la mayoria de los receptores
TLRs (TLR2, TLR4, TLR5 y TLR9), asi como IL-1RI, asociados al sistema
inmune innato (Bowman et al., 2003; Bsibsi et al., 2002; Esen et al., 2004).
Estas células enérgicamente responden contra cualquier estimulo infeccioso
o inflamatorio (Carpentier et al., 2005), produciendo y liberando citoquinas
pro-inflamatorias (Bowman et al., 2003; Esen et al., 2004) y contribuyendo a
la respuesta inflamatoria en el SNC (Dong and Benveniste, 2001; Minagar et
al., 2002).

De la gran variedad de receptores que componen la familia TLRs,
dos de ellos son absolutamente necesarios para la expresion ¢ un gran
nuamero de genes caracteristicos en la inflamacion: TLR4 e IL-1RI.
Curiosamente, ambos comparten una cascada de sefializacion intracelular
similar, que incluye la via inflamatoria IRAK/MAPK/NF-kB/AP-1 (ver
Esquema 2, Introduccion). El TLR4 es un receptor critico en la induccién de
la respuesta innata inmune y en el dafio inflamatorio en el SNC (Laflamme et
al., 2003), y el receptor IL-1RI se ha descrito como un mediador esencial,

tanto en la regulacion de la respuesta defensiva frente a patogenos, como en
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el desarrollo de la inflamacion en respuesta a un dafio agudo o crdnico en el
cerebro (Andre et al., 2005).

Nuestros resultados muestran que los astrocitos responden al
estimulo del etanol, liberando citoquinas y otros mediadores inflamatorios, y
contribuyendo al dafio inflamatorio observado en el cerebro de ratas
alcohdlicas. Ademas, el etanol es capaz de activar vias de sefializacion, tanto
en cerebro como en astrocitos, clasicamente asociadas a la activacion de los
receptores TLR4/IL-1RI (Blanco et al., 2004; Blanco et al., 2005; Valles et al.,
2004). De hecho, demostramos que el tratamiento de los astrocitos con
etanol, a concentraciones con relevancia fisiologica (10-50 mM,
aproximadamente 0.05-0.2 gr/dl) estimula réapidamente la cascada de
sefializacion de TLR4 e IL-1RI, de manera similar a lo que ocurre cuando
estas células son estimuladas con LPS o IL-1b (Buss et al., 2004; Jang et al.,
2003; Wilflingseder et al., 2004; Wu et al., 2003). Especificamente, nuestros
resultados demuestran claramente que el etanol (50 mM) induce una rapida
respuesta de IRAK, ERK1/2, JNK y p38 a los 10 min, seguida de una
activacion de NF-kB y AP-1, y de mediadores inflamatorios iNOS y COX-2 a
los 30 min. Estos eventos conllevan muerte celular por apoptosis que se
observa a las 3 h de tratamiento.

Es interesante resaltar que concentraciones muy bajas de alcohol,
como son 10mM, aunque inducen la cascada de sefializacion (IRAK/ERK),
no causan apoptosis a ninguno de los tiempos analizados (10, 30 min, 1, 3,
12 y 24 h) (datos no mostrados). Esta discrepancia entre altas y bajas
concentraciones de alcohol sobre la apoptosis podria explicarse por el hecho,
de que mientras a bajas concentraciones de alcohol (10mM), se liberan tanto

citoquinas inflamatorias  (IL-1b), como anti-inflamatorias  (IL-10), a
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concentraciones moderadas/altas solo se liberan citoquinas pro -inflamatorias.
Esto podria deberse a que el alcohol induce efectos muy diferentes en la
produccion de citoquinas, dependiendo de la duracion del estimulo y de su
concentracion (Crews et al., 2006; Deaciuc, 1997). De hecho, nuestros
resultados muestran que la accién del etanol sobre los lipid rafts y la
sefializacion de los receptores TLR4/IL-1RI, es diferente en funcion de la
concentracion de etanol ensayada y la duracion del tratamiento, lo que podria
afectar a la liberacion de citoquinas pro- y anti-inflamatorias.

Estos resultados sugieren que el etanol, dependiendo de la
concentracion, puede proteger o potenciar el dafio inflamatorio, y que ambos
efectos se desencadenan a través de la activacion por el etanol de los
receptores TLR4/IL-1RI (ver Seccion 5.3.2).

De hecho, nuestros resultados demuestran, por primera vez, que el
bloqueo de los receptores TLR4 o IL-1RI, con anticuerpos especificos,
elimina la sefial inflamatoria, la activacion de la cascada de sefalizacion
(IRAK/MAPK/NF-kB/AP-1), la expresion de mediadores inflamatorios, e
incluso se previene la muerte celular por apoptosis inducida por el etanol (50
mM) (Blanco et al., 2005). Estos resultados apoyan la hipétesis de que la
respuesta inflamatoria generada por el etanol en el cerebro, estd mediada por
una activacion de los receptores TLR4 e IL-1RI, al menos en astrocitos. En
apoyo a esta hipotesis, el uso de ARN silenciadores que bloguean la sintesis
del receptor IL-1RI, elimina la activacion de IRAK y ERK1/2 inducida por el
etanol.

Un aspecto, en principio contradictorio, en nuestros resultados es
que, mientras a una concentracion de etanol entre 10-50 mM se induce la

sefal inflamatoria de TLR4/IL-1RI, a altas concentraciones de alcohol (= 100



144

mM, 0.4 gr/dl) observamos el efecto contrario, es decir, una inhibicion en la
respuesta de los receptores TLR4/IL-1RI.

Una pregunta que nos hicimos, fue si la activacion de los receptores
TLR4/IL-1RI por el etanol se realizaba mediante una interaccion directa con
estos receptores 0 a través de sus interacciones con los lipidos de
membrana. De hecho, se sabe que el etanol puede interaccionar con los
lipidos de la membrana plasmatica, influenciando la funcién de proteinas
enclavadas en la bicapa lipidica (Peoples et al., 1996). Por tanto, era posible
predecir que el etanol, a bajas concentraciones, podia facilitar el
reclutamiento de los receptores TLR4 e IL-1RI en ciertos microdominios de la
membrana denominados lipid rafts, mientras que a altas concentraciones
podia causar desestructuracion de la membrana, conllevando a una
inhibicién del reclutamiento en los lipid rafts y en su sefializacion.

Los lipid rafts son microdominios de membrana ricos en colesterol y
esfingomielina, y actualmente estan cobrando una gran importancia por su
implicacion, cada vez mas demostrada, en el reclutamiento y agregacion de
moléculas que intervienen en la sefial de transduccion intracelular. Ademas,
algunos trabajos indican que en estos microdominios se inicia y activa la
respuesta inmune celular (Pike, 2003; Simons and Toomre, 2000). De hecho,
se ha demostrado que los receptores TLR2 y TLR4 estan localizados en los
lipid rafts, y su reclutamiento en respuesta a un estimulo de LPS (Triantafilou
et al., 2002; Triantafilou et al., 2004), que corrobora el papel importante que
desempefan estos microdominios en la respuesta inmune innata (Olsson and
Sundler, 2006; Triantafilou et al., 2002; Triantafilou et al., 2004; Triantafilou
and Triantafilou, 2005). Ademas, la disgregacion de los lipid rafts mediante

agentes capaces de deplecionar el colesterol, conlleva a la inhibicion de la
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internalizacion y sefializacion de los receptores TLRs (Triantafilou et al.,
2002).

Con respecto al alcohol, se ha demostrado que altas concentraciones
interfieren con la agregacion de los lipid rafts, generando una supresion de la
sefalizacion de TLR4 en macr6fagos murinos (Dai et al., 2005; Dolganiuc et
al., 2006). Ademas, diversos estudios demuestran que el etanol suprime la
expresion de iINOS inducida por citoquinas (Syapin et al., 2001; Wang and
Sun, 2001) y la produccion de NO inducida por LPS (Syapin, 1998) en células
gliales. Estos resultados sugieren que el etanol, junto a otros estimulos (ej:
citoquinas, LPS), puede interferir en el reclutamiento de los receptores TLRs
en los lipid rafts y causar una inhibicion en la transduccion de sefiales
asociada a TLRs.

En el Esquema 5, se muestra la hipdtesis que planteamos de los
efectos del etanol y su interaccion con los TLRs/IL-1RI. En este esquema se
muestra que, dependiendo de la concentracion de etanol, y de la presencia o
ausencia de otros estimulos, asi como de la composicion lipidica y de
densidad de lipid rafts en los diferentes tipos celulares, la respuesta de los
TLRs puede ser diferente. Al mismo tiempo, basados en esta hipotesis, es
posible predecir, que la respuesta de estos receptores al etanol, puede ser
diferente tras un consumo cronico, ya que existen evidencias de que este
tratamiento altera la composicion fisico-quimica de las membranas celulares.

Una vez planteada esta hipdtesis, nos propusimos demostrarla
mediante el aislamiento de estos microdominios de membrana lipid rafts (ver
Material y métodos, Seccion 3.10) en astrocitos tratados con LPS, IL-1b y
etanol a una concentracion baja-moderada, como son 10 y 50 mM, tal y como

se discute en el apartado siguiente.
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Esquema 5. Modelo hipotético de los efectos del etanol sobre los receptores TLR4 e
IL-1RI, a través de su interaccion con los lipid rafts. Tanto el etanol a bajas
concentraciones (10-50 mM), como el tratamiento con LPS, facilitarian la agregacion y
reclutamiento en los lipid rafts de los receptores TLR4 e IL-1RI, conllevando a una activacion
de su sefializacion intracelular. Contrariamente, altas concentraciones de etanol (> 100 mM)
0 la combinacién de LPS + etanol, puede perturbar los lipidos de membrana, incluyendo los
lipid rafts, lo que resultaria en una alteracion en la agregacién de estos receptores,

suprimiendo la activacion de TLR4 e IL-1RI y su posterior sefial de transduccién.
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5.3.2. Papel de los microdominios de membrana lipid rafts en el
efecto del alcohol sobre los receptores TLR4 e IL-1RI y su sefializacion.

Los andlisis bioquimicos y purificacion de diferentes proteinas
procedentes de lipid rafts de diversos tipos celulares, han mostrado una
sorprendente concentracion de moléculas de sefializacion contenidas dentro
de estos microdominios de membrana (Zajchowski and Robbins, 2002). La
existencia de diferentes clases de lipid rafts (Pike, 2003) y su organizacion
lateral confiere una gran ventaja para la consecucion de la sefalizacion
(Harder and Engelhardt, 2004), ya que los diversos tipos de proteinas o
componentes de la sefializacion pueden estar confinados en diferentes
microdominios de membrana. Por tanto, los lipid rafts pueden ser vistos como
plataformas de sefializacion que sirven para ensamblar y colocalizar los
componentes requeridos, facilitando su interaccion y sefializacion (Magee et
al., 2002; Pike, 2003; Simons and Ikonen, 1997). Asi, receptores, proteinas
adaptadoras, enzimas efectoras y sustratos estarian colocalizados en un solo
microdominio. Para formar esta plataforma que sea capaz de soportar tales
procesos celulares de sefializacion y poder organizar los ensamblajes del
conjunto de proteinas, los lipid rafts estan formados por diferentes proteinas
de andamiaje que estabilizan estas interacciones, como son, entre otras, la
caveolina-1y la flotilina-1 (Harder and van Meer, 2003).

Referente al aislamiento de los lipid rafts, ex un principio, se les
denominaron membranas resistentes a detergentes (DRM), ya que la Unica
técnica conocida para aislar estos microdominios, era la utilizacion del
detergente no-idnico Tritdn X100 a una temperatura inferior a 8°C (Edidin,
2001; Heerklotz, 2002). Pero actualmente se sabe que la solubilizacion con

detergentes genera reajustes no-fisioldgicos de la membrana, y pueden
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solubilizarse y separarse proteinas, que en la célula intacta, estarian unidas a
lipid rafts (Munro, 2003). Ademas, la inclusion de detergentes produce una
pérdida de proteinas asociadas a caveolina-1 (Chang et al., 1994). Para
preservar estas interacciones, se han desarrollado nuevos métodos de
aislamiento de lipid rafts libres de detergentes, como por ejemplo, la
extraccion con carbonato sédico (Na2COz), que rutinariamente se utilizaba
para el analisis de las proteinas frmemente unidas a la membrana y no
solubiliza a la caveolina (Dupree et al., 1993; Sargiacomo et al., 1994;
Sargiacomo et al., 1993). Por ello, el aislamiento de lipid rafts utilizado en
este trabajo ha sido la extraccion con Na2COs.

Referente a la accion del etanol sobre los lipid rafts, aunque desde
hace muchos afios se sabe que el etanol puede interaccionar con los lipidos
de la membrana (Chiou et al., 1990), estudios més recientes indican que el
etanol no actua inespecificamente sobre lipidos, si no que afecta a ciertos
microdominios de las membranas (Peoples et al, 1996). Si estos
microdominios corresponden a los lipid rafts, el movimiento de proteinas
dentro y fuera de estos microdominios o entre las diferentes subpoblaciones
de lipid rafts, se podria ver afectada por el etanol. Por ello, nuestro siguiente
objetivo fue demostrar que el efecto del etanol a concentraciones, 10-50 mM,
sobre la activacion y posterior sefializacion de los receptores TLR4/IL-1RI,
podria ser debido a una interaccion del etanol con los lipid rafts, ya que a
altas concentraciones, el etanol es capaz de interferir en la agregacion de los
lipid rafts, generando una supresion de la sefializacion de TLR4 en
macrofagos murinos (Dai et al., 2005; Dolganiuc et al., 2006). Ademas, se ha
demostrado que pequefias alteraciones en la estructura de estos

microdominios, como puede ocurrir con concentraciones bajas de alcohol,
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puede conllevar a la iniciacion de cascadas de sefializacion intracelular
(Simons and Toomre, 2000).

Para analizar si la induccion de TLR4 e IL-1RI por el alcohol era
similar a la que ocurre con sus ligandos especificos, LPS e IL-1b
respectivamente, aislamos lipid rafts de astrocitos estimulados con etanol o
LPS o IL-1b. Estudios recientes habian demostrado el papel de los lipid rafts,
tanto en la sefial inflamatoria inducida por LPS (Olsson and Sundler, 2006;
Triantafilou et al., 2002), como la generada por IL-1b (Chen et al., 2003;
Veluthakal et al., 2005).

Nuestros resultados demuestran, que tras el tratamiento tanto con
LPS o IL-1b, como con etanol 10 mM, aunque no modifica aparentemente la
localizacion ni la cantidad de flotilina-1, si que afecta a la cantidad y la
localizacion de la caveolina-1 en las diferentes fracciones del gradiente,
concentrandose en fracciones 3-5 de sucrosa, en comparacion con la
situacion no estimulada. Este resultado se podria explicar por el hecho de
que la caveolina-1 puede influenciar la sefializacion, bien interaccionando con
los receptores que inician la sefial intracelular, o bien reclutando los multiples
componentes de la cascada de sefializacion, incluyendo proteinas
adaptadoras, quinasas, etc (Allen et al., 2007; Engelman et al., 1998;
Pelkmans and Helenius, 2002; Rajendran and Simons, 2005). Mientras que la
flotilina-1, aunque también interviene en funciones de transduccion de
sefiales, se ha encontrado en otros compartimentos celulares que no son
considerados lipid rafts (Kokubo et al., 2003; Lopez-Casas and del Mazo,
2003; Reuter et al., 2004). Contrariamente, la estimulacion con etanol 50 mM
altera la localizacion y cantidad, tanto de flotilina-1 como de caveolina-1. Este

efecto podria ser debido a que concentraciones “moderadas” de etanol, como
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es el caso de 50 mM, podrian estar desestabilizando la estructura de estos
microdominios de membrana, tal y como ocurre con altas concentraciones de
etanol (Dai et al., 2005).

En segundo lugar, nos propusimos investigar si los receptores TLR4
e IL-1RI se traslocaban a los lipid rafts caveolae (ricos en caveolina-1) tras la
estimulacion con LPS, IL-1b o etanol 10 y 50 mM, lo cual nos indicaria que la
activacion de estos receptores se realizaria en estos microdominios idéneos
para la consecucion de la sefial inflamatoria de ambos. Observamos que la
estimulacion con LPS, induce un reclutamiento del receptor TLR4 a las
fracciones enriquecidas en caveolina-1. Esta traslocacion depende del
tiempo, la méxima traslocacion ocurre a los 5, 10 y 30 min, mientras que a 15
min y 1 h, existe una regresion de TLR4 hacia fuera de las caveolas,
practicamente como en situacion control. De la misma manera, la
estimulacion de los astrocitos con IL-1b, produjo picos de induccion del
receptor IL-1RI, a 5y 30 min, produciéndose un alejamiento de IL-1RI con
respecto a los lipid rafts caveolae, a los 10, 15 miny 1 h.

El etanol a una concentracion 10 mM, al igual que ocurre con LPS o
IL-1b, provoco una traslocacion a los lipid ratfs ricos en caveolina-1, de TLR4
e IL-1RI, también de forma rapida (5 min). Pero a diferencia del IL-1b y LPS,
el segundo pico de induccidn, tanto del TLR4 como del IL-1RI, se produjo a
los 15 min y se mantenia en las fracciones de los lipid rafts caveolae hasta
los 60min. Estos resultados apoyan la idea de que el etanol, al igual que el
LPS o IL-1b, inducen una activacion y traslocacion rapida (5min) de los
receptores TLR4 e IL-1RI a las fracciones ricas en caveolas. Sin embargo,
los picos de activacion no son exactamente los mismos que los que ocurren

entre ligando-receptor, sugiriendo que el etanol actuaria mediante otro
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mecanismo, como es el de facilitar la agregacion de los receptores en los
lipid rafts caveolae, permitiend o su dimerizacion y activacion, y generando la
misma cascada de sefializacion que los propios ligandos, pero con un
mecanismo y tiempos de induccion diferentes. En el caso del tratamiento con
50 mM de etanol, al producir una desestructuracion de estos microdominios
de membrana, se observa una disminucion en el reclutamiento de ambos
receptores, sugiriendo de nuevo que el alcohol puede inhibir o activar la sefal
inflamatoria de los receptores TLRs, en funcion de su concentracion, por el
efecto que produce en la estructura de los lipid rafts.

Nuestros resultados también demuestran que las moléculas
implicadas en la sefializacion de los receptores TLRs, tales como IRAK y P-
ERK, son reclutadas a los lipid rafts tras el tratamiento con LPS, IL-1b o
etanol 10 mM. En el caso de estas quinasas, existe mucha similitud entre los
tres tratamientos, ya que se aprecia una activacion y traslocacion sostenida
en todos los tiempos ensayados, con una iniciacion de la regresion de IRAK'y
P-ERK hacia fuera de las caveolas, que comienza a observarse a los 60 min
de tratamiento. Este hecho, puede deberse a que las proteinas reclutadas al
complejo primario de sefalizacion de TLR4 e IL-1RI (receptor/proteinas
adaptadoras/quinasas fosforiladas) en respuesta a la estimulacion con LPS o
IL-1b, se forma en el 1° minuto y se mantiene hasta los 30 min, en donde se
disocia del complejo tanto IRAK como P-ERK (Chaudhary et al., 2007;
Gutierrez-Venegas et al., 2006; Ng et al., 2001). Si a los 30 min se vuelve a
inducir la activacion de los receptores, como en este caso, volvera a formarse
el complejo de sefializacion, lo que explicaria que la respuesta de IRAK'y P-
ERK se mantenga durante el tratamiento con etanol, o con LPS o con IL-1b.

A la concentracion de 50 mM de etanol, se produce una disminucion
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en la traslocacion y activacion de IRAK, tal y como se esperaba tras el
descenso del reclutamiento de TLR4/IL-1RI en las caveolas, pero si se
observa un desplazamiento y reclutamiento de P-ERK. Este efecto
inesperado en la activacion de P-ERK, puede explicarse por el hecho de que
esta quinasa se ha visto involucrada, ademas de en procesos responsables
de dafio celular (Pascual et al., 2003; Thakur et al., 2006), en mecanismos de
supervivencia y proteccion frente a los efectos toxicos producidos por altas
concentraciones de etanol (Villegas et al., 2006). Por tanto, el aumento de
ERK1/2 podria deberse a un mecanismo de proteccion contra la produccion
de radicales libres y estrés oxidativo inducidos por el etanol (Montoliu et al.,
1995; Montoliu et al., 1994; Sun et al., 2001). De hecho, diversos estudios
han demostrado que la activacion de ERK1/2 puede conferir una alta
proteccion frente a los efectos deletéreos de las especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Niwa et al., 2003; Wang et al., 1998), y el mecanismo comun
implicado en este proceso involucra a los lipid rafts como punto esencial en la
consecucion de la sefial de transduccion pro-supervivencia mediado por P-
ERK (Yang et al., 2006a). Por ello, un aumento en el reclutamiento de P-ERK
a los lipid rafts, con una dosis moderada de alcohol 50 mM, podria explicar
una proteccion frente al dafio inflamatorio.

La cascada de sefializacion de los receptores TLR4 e IL-1RI se inicia
tras la union del ligando, que provoca la dimerizacion de los receptores y el
consiguiente reclutamiento de proteinas adaptadoras, como MyD88 o
proteinas relacionadas con la induccion del IFN-a o -b, como la proteina
TRIF, hacia el dominio citoplasmico del receptor (Akira and Takeda, 2004;
Doyle et al., 2002; Wesche et al., 1997). Se ha descrito que la activacion de

los receptores TLRs conlleva una estimulacion de la sefial a través de vias
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dependientes o independientes de MyD88 (Takeda and Akira, 2004). La via
MyD88 dependiente, comprende el reclutamiento de esta proteina
adaptadora al receptor, que conlleva al reclutamiento rapido de IRAK y
posterior activacion de MAPK y factores de transcripcion NF-kB y AP-1,
liberando una gran cantidad de citoquinas pro-inflamatorias (ver Esquema 2,
Introduccién) (Dunne and O'Neill, 2003; Kracht and Saklatvala, 2002; Martin
and Wesche, 2002; Yang et al., 2006b). La via MyD88 independiente se
identifico en estudios realizados con ratones deficientes en MyD88, los
cuales eran resistentes a la muerte celular, pero seguian manteniendo unos
niveles altos de MAPK y NF-kB (Kawai et al., 1999). La via MyD88
independiente comienza con el reclutamiento de la proteina TRIF,
conllevando a una activacion de IRF3 y la produccion de IFN-b (Yamamoto et
al., 2003), pero la union de TRIF también genera la unién al complejo de Traf-
6 e IRAK, la cual es la responsable principal de la activacion de MAPK y NF-
kB (Kaiser and Offermann, 2005). Nuestros resultados demuestran que,
aunque el tratamiento con LPS, IL-1b o etanol genera una traslocacion y
activacion de los receptores TLRs y su sefializacion, sélo la IL-1b induce la
sefial inflamatoria a través de la via MyD88 dependiente, ya que se observa
un reclutamiento de MyD88 en las caveolas, tanto a 5 como a 30 min de
estimulacion, en nuestras condiciones experimentales. Estos resultados
concuerdan con otros estudios que demuestran que la sefializacion inducida
por IL-1b necesariamente incluye la presencia de MyD88 (Burns et al., 2003),
tal y como se demuestra también en células del SNC (Davis et al., 2006;
Koedel et al., 2004; Tabarean et al., 2006). Sin embargo, el tratamiento tanto

con LPS como con etanol 10 mM, estimula la sefial intracelular a través de la
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via MyD88 independiente, ya que en ningln tiempo de tratamiento, se
produce una traslocacion de esta proteina adaptadora a los lipid rafts
caveolae, aungue si se observo un aumento de MyD88 en la fraccion del
precipitado (membrana y restos celulares) a 5 y 30 min de estimulacion.
Estos resultados sugieren que MyD88 esta de alguna manera implicada en la
sefializacion del LPS o etanol, pero en este caso, otras proteinas
adaptadoras podrian estar jugando un papel mas significativo que MyD88, en
cuanto a endocitosis caveolar se refiere. Una posibilidad, es la internalizacion
de rutas de no-caveolares, pero asociadas a los lipid rafts (Nichols, 2003).
Por tanto, es posible que MyD88, aunque no sea indispensable para la
sefalizacion de LPS o etanol, esté implicada de forma secundaria a través de
otro mecanismo independiente de caveolas. A una concentracion de etanol
50 mM, MyD88 tampoco se kcluta en caveolas, aunque se detecta en la
fraccion de precipitado, pero su incremento se ve disminuido de nuevo, por la

alteracion producida en los lipid rafts.

5.3.3. El etanol induce la internalizacién y sefializacion del
receptor IL-1RI a través del ensamblaje y trafico intracelular de
vesiculas caveolares.

Nuestros resultados demuestran que el etanol es capaz de activar a
los receptores TLR4 e IL-1RI, a través de su interaccion con los
microdominios de membrana lipid rafts. Estos resultados sugieren, que tras la
activacion con etanol, dichos receptores serian internalizados, trasportados a
los endosomas, y finalmente, a los lisosomas en donde serian degradados.

Este proceso general, que ocurre para la mayoria de receptores, también se
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ha observado con el IL-1RI tras su activacion con IL-1b. (Brissoni et al.,
2006).

Para analizar la endocitosis del IL-1RI, en células estimuladas con IL-
1b o con etanol (10 y 50 mM), se realizaron estudios de inmunofluorescencia
(en ausencia de Triton X-100 para preservar las estructuras), utilizando la
toxina colérica como marcador de la endocitosis caveolar, ya que la
subunidad B de esta toxina se une al GM: gangliésido que esta enriquecido
en la membrana de las caveolas (Schnitzer et al., 1996; Tran et al., 1987).
Ademas, la toxina colérica también se ha encontrado en los endosomas
positivos a la tincion EEA1 (marcador de endosomas tempranos) (Parton and
Richards, 2003).

Los resultados obtenidos mediante microscopia confocal
demostraron que, tanto la toxina colerica (CT-B) como el IL-1RI se localizan
en membrana plasmatica, citoplasma y zona perinuclear, en células no
estimuladas. Sin embargo, cuando los astrocitos se trataron con IL-1b o con
etanol, se produjo a los 5 y 30 min de tratamiento, una redistribucion del CT-
B y del IL-1RI concentrandose en estructuras definidas, que tenian forma de
anillo, con un tamafio aproximado de 68 mm. El nimero e intensidad en el
marcaje de estas estructuras fue muy elevado a los 30 min de tratamiento,
observandose también en este tiempo una localizacion del IL-1RI en el
nucleo, lo que sugiere que IL-1RI se transportaria al ndcleo, mientras que la
CT-B (unida a GM1-glangli6sido, asociado a caveolina-1) se mantendria en
citoplasma, como mero transportador. Aunque se requieren mas estudios
para caracterizar estas estructuras, pensamos que tanto por el tamafio, como
por su expresion en CT-B, pueden ser endosomas de gran tamafio que se

podrian formar a partir de caveosomas y endosomas tempranos.
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Se ha demostrado que las vesiculas caveolares, después de su
internalizacién, se fusionan con los caveosomas en el citoplasma, pero
también pueden acoplarse con la membrana de endosomas tempranos, no
fusiondndose completamente, con el fin de preservar su compartimento,
reteniendo sus componentes lipidicos y proteicos (Pelkmans et al., 2004).
Algunos tratamientos, tales como la exposicion al antibiotico Anfotericina B,
alteran la membrana (ya que este antibidtico se une al colesterol) e inducen
una redistribucion y fusion especifica de la mayor parte de las caveolas y
caveosomas en la membrana de endosomas dependientes de clatrina. Esto
produce un aumento del tamafio de los endosomas, tanto tempranos como
tardios, llamados endosomas o anillos de gran tamafio en el citoplasma. Uno
de los mecanismos que se postulan para este efecto, es que mientras en
condiciones normales, las caveolas se fusionan transitoriamente a los
endosomas, el tratamiento con un estimulo o droga, podria causar que se
acumularan en el endosoma debido a un efecto inhibidor de su disociacion, lo
que explicaria el dramatico aumento en el tamafio del compartimento
endosomal (Carozzi et al., 2000).

Considerando estos datos, sugerimos que tras la induccion con IL-1b
0 etanol, se produce una agregacion y reclutamiento de IL-1RI en los lipid
rafts, internalizacion del receptor y sefializacion. En este proceso, se produce
una fision de vesiculas caveolares en la membrana plasmatica, seguido de
una fusion de estas caveolas a endosomas de gran tamafio, tal y como
observamos por la aparicion de la tincion Alexa 488 (caveolas) y TRITC (IL-
1RI) en grandes anillos citoplasmicos, lo que sugiere que tanto IL-1b como el
etanol, impiden la salida de las caveolas y por tanto, de IL-1RlI, fusionadas a

los endosomas.
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Al mismo tiempo, el hecho de que a los 10 min de tratamiento, se
produzca una disminucion de IL-1RI en las caveolas y una disminucion en su
sefializacion (ver Seccion 4.5.2), podria sugerir, que aungue el tratamiento
con IL-1b o etanol, cause la formacion de estos endosomas de gran tamafio,
se ha demostrado que este efecto puede ser reversible en tratamientos
agudos (Carozzi et al., 2000), y por tanto, IL-1RI proseguiria su trafico normal
de degradacid n, transportandose a los lisosomas para su degradacion.

Sin embargo, a los 30 min de induccién, nuevamente observamos un
aumento en estructuras en forma de anillo en el citoplasma, y éstas se
correlacionan con un incremento en la localizacion y cantidad de IL-1RI en
caveolas. Ademas, a los 30 min observamos que el IL-1RI-TRITC se localiza
en el nicleo. La formacion de endosomas de gran tamafio, puede deberse a
una disminucion de la degradacion del IL-1RI por lisosomas, lo que podria
causar que el transporte a partir de endosomas se realizara por dos vias
alternativas: 1) via reticulo endoplasmico o Golgi, y posterior transporte al
nucleo, en donde se originaria la respuesta inflamatoria. De hecho, tras el
tratamiento con IL-1b se observa una localizacion de IRAK en el nucleo, y
posterior generacion de la respuesta inflamatoria (Bol et al., 2005), y 2) via
exosomas o cuerpos multivesiculares, los cuales por un mecanismo de fusion
con la membrana plasmatica, reciclan componentes que estaban en el
citoplasma, lo que explicaria el incremento en la localizacion y cantidad de IL-
1Rl en caveolas (membrana plasmatica) a los 30 min. La formacion de
exosomas representa un mecanismo para la produccion de receptores
extracelulares, sobretodo, receptores ¢ citoquinas solubles, como IL-1RlI,
necesarios también para la liberacion por parte de la célula de citoquinas

inflamatorias (Keller et al., 2006; Levine, 2004). Por tanto, sugerimos que una
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disminucion en la degradacion podria inducir un acumulo de IL-1RI en los
endosomas, a la espera de su transporte al nucleo o a los exosomas,
causando una fusion de caveolas con los endosomas que conllevaria a la
formacion de endosomas aberrantes de gran tamafio.

Otra observacion interesante, es que el tratamiento con etanol 50
mM, tanto a 5 como 30 min, en donde también se observa una formacion de
estas estructuras endosomales de gran tamafio, la intensidad del marcaje
con caveolas y con IL-1RI es mas intenso que las observadas con 10mM
etanol. La intensidad en el marcado de estas estructuras endosomales podria
relacionarse con los experimentos realizados con Anfotericina B en células
MDCK. En estos experimentos demuestran que al aumentar la concentracion
de este toxico, se incrementa el numero de estos endosomas de gran tamafio
en el citoplasma (Carozzi et al., 2000). Por tanto, es posible sugerir que al
aumentar la concentracion de etanol, ademas de disminuir la degradacion de
IL-1RI por lisosomas, podria también verse alterado el reciclaje del mismo a
membrana plasmatica.

Es importante destacar que las estructuras en forma de anillo que
observamos en el citoplasma de células estimuladas con etanol o con IL-1b,
que se tifien con caveolas y con IL-1RI, no colocalizan, s6lo hemos detectado
una gran proximidad entre ellas, lo que sugiere que las caveolas, tal y como
hemos comentado anteriormente, son como plataformas de sefializacion que
sirven para ensamblar los componentes requeridos, facilitando su interaccion
y apoyando su sefializacion (Magee et al., 2002; Pike, 2003), pero su Unica
funcién seria el de soporte fisico para el proceso completo de sefializacion,

desde la membrana plasmatica hasta el ndcleo celular.
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Esquema 6. Representacion sugerida del posible mecanismo implicado en la formacion de
endosomas de gran tamafio inducido por el etanol en la sefializacion de IL-1RI. El
tratamiento con etanol o IL-1b, produciria una disminucién en la degradacién de IL-1RI por
parte de los lisosomas, y las Unicas vias disponibles de tréfico del receptor serian transporte
al nicleo y liberacion a membrana por exosomas, las cuales serian insuficientes,
conllevando a un actimulo de IL-1RI y vesiculas caveolares en los endosomas dependientes

de clatrina, generando endosomas aberrantes de gran tamafio.
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En conclusion, el tratamiento con etanol, al igual que IL-1b induciria
una activacion de IL-1RI y su sefalizacion a través de su interaccion con los
microdominios de membrana lipid rafts. EI mecanismo que postulamos para
la consecucion de esta sefializacion, es la internalizacion y transporte
citoplasmico de este receptor a partir de vesiculas caveolares, que se
fusionan y acumulan en endosomas tempranos, cada vez de mayor tamafio,
por una disminucion en la degradacion de IL-1RI por lisosomas, ademas de
un aumento de su transporte al nucleo y a los exosomas (ver Esquema 6).
Trabajos anteriores corroboran este efecto del alcohol sobre la endocitosis,
ya que demuestran que la exposicion prenatal al etanol (Renau-Piqueras et
al., 1997) y el consumo crénico de alcohol (Torok et al., 1997; Tuma et al.,
1991a; Tuma et al., 1991b) produce alteraciones de las vesiculas de
transporte de proteinas en el hepatocito y ademas, el etanol induce una
acumulacion de vesiculas y endosomas tardios, asi como de lisosomas, en
astrocitos expuestos al etanol (Megias et al., 2000), por tanto, el trafico de
receptores mediado por endocitosis es especialmente sensible al tratamiento

con alcohol.
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5.3.4. Perspectivas

Los resultados del presente trabajo indican, que el consumo de
alcohol activa un alto rango de mediadores inflamatorios y cascadas de
sefializacion en higado y en cerebro, que estan intimamente asociadas con la
respuesta inflamatoria e inmune. Especificamente, la induccion de la
respuesta inflamatoria producida por el alcohol, est4 asociada a la activacion
de los receptores especificos de IL-1b y LPS, que son IL-1RI y TLR4,
respectivamente. EI mecanismo por el que el etanol produciria esta acion
sobre los receptores, parece estar mediada por su efecto sobre la estructura
de la membrana plasmatica, en concreto, sobre microdominios
especializados de membrana, como son los lipid rafts, causando alteraciones
funcionales, tanto en la sefial de transduccién, como en el transporte de
moléculas por endocitosis. ES importante enfatizar que las acciones del
alcohol, en cuanto a mecanismos de inflamacion y respuesta inmune, son
estrictamente tiempo-, dosis- y tipo celular-dependiente, tal y como hemos
observado en todo este trabajo. Por lo tanto, debido a la complejidad de las
acciones del alcohol, y la falta de informacion sobre la naturaleza de la
inflamacion y respuesta inmune en el SNC, es necesario profundizar en estos
procesos Y realizar estudios para esclarecer los mecanismos por los que el
etanol puede estar actuando sobre TLR4 e IL-1RI, tanto en astrocitos como
en corteza cerebral. En la blsqueda de respuestas, nuestros principales
objetivos se encaminan hacia el uso de tecnologias actuales, tales como las
técnicas de silenciamiento de genes, mediante ARN silenciadores (ARNSi), y
el uso de ratones knockout para TLR4 e IL-1RI. Actualmente, se estan
poniendo a punto estas dos técnicas, por una parte, en cuanto al

silenciamiento de los receptores TLR4 e IL-1RI en astrocitos, se estan
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analizando diferentes métodos de transfeccion de ARNSsi, con el fin de
incrementar la eficacia de transfeccion de estas células. Y por otra parte, ya
disponemos de ratones knockout para TLR4, y en breve, procederemos a su
genotipado, tras el paso de éstos por la etapa de cuarentena. Ademas,
objetivos méas inminentes, son el estudio con mayor profundidad del
mecanismo implicado en la formacion de endosomas de gran tamafio en el
citoplasma, mediante la utilizacion de diferentes marcadores de organulos
celulares y andlisis en microscopia confocal. Ademas, pretendemos utilizar
agentes potentes que deplecionen el colesterol, para corroborar el efecto del
alcohol sobre los microdominios de membrana lipid rafts, responsables de la
activacion y sefializacion de TLR4 e IL-1RI.

Aunque estos resultados, y los proyectos futuros, puedan contribuir al
mejor entendimiento de la neurotoxicidad del alcohol, también podrian
proporcionarnos nuevos tratamientos y estrategias de intervencion clinica

para la restauracion del dafio inflamatorio inducido por el alcohol en cerebro.
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6. CONCLUSIONES
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Capitulo 6: CONCLUSIONES

1.- El consumo cronico de alcohol induce dafio inflamatorio en el
higado, a través de una sobreproduccion de citoquinas pro-
inflamatorias, que son liberadas en parte, por el hepatocito, y posterior
estimulacion de las cascadas de sefializacion intracelular asociadas a la

citoquina pro-inflamatoria IL-1b y a la endotoxina LPS.

2.- El tratamiento prolongado de etanol en la rata induce, tanto en
corteza cerebral como en astrocitos corticales en cultivo, un aumento
en los niveles de citoquinas y en la expresion de mediadores
inflamatorios, tales como INOS y COX-2. Estos efectos se correlacionan
con una estimulacion de las cascadas de sefializacion asociadas a la
activacion de los receptores TLR4 e IL-1RI, y con un aumento en la

muerte neural por apoptosis.

3.- La induccién de mediadores inflamatorios (iNOS y COX-2) producida
por el etanol, esta regulada a nivel transcripcional, ya que la inhibicion
del factor de transcripcion NF-kB, provoca un bloqueo en la activacion

de estos mediadores inflamatorios en astrocitos

4.-. Demostramos que los receptores TLR4 e IL-1RI estan implicados en
los efectos inflamatorios producidos por el etanol en astrocitos, ya que
cuando blogueamos a estos receptores con anticuerpos especificos se
elimina, tanto la estimulacion de su sefalizacion, incluyendo la

activacion de los factores de transcripcion NF-kB y AP-1, como la
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liberacion de mediadores inflamatorios y la muerte celular por

apoptosis.

5.- La estimulacion de los astrocitos, tanto con etanol, como con IL-1b o
LPS, induce una traslocacién de los receptores TLR4 e IL-1RI y de las
quinasas que intervienen en su sefializacion, a zonas de la membrana
ricas en caveolina-1, proteina asociada a los lipid rafts caveolae.
Proponemos, que el etanol, a bajas concentraciones, podria activar a
los receptores TLR4 e IL-1RI mediante su interaccion con los
microdominios de membrana lipid rafts, induciendo la agregaciéon y
reclutamiento de estos receptores en caveolas, lo que conllevaria a un

aumento en su respuesta y sefializacion.

6.- Estudios mediante microscopia confocal indican que el tratamiento
con IL-1Ib o con etanol induce la internalizacion y sefializacion del
receptor IL-1RI, a través de la asociacién de vesiculas caveolares y
caveosomas a la membrana de endosomas de gran tamafio

dependientes de clatrina.

7.- Los resultados sugieren que el etanol podria causar dafio
inflamatorio en higado y en cerebro, mediante la activacion de los
receptores TLR4 e IL-1RI, y abre nuevas perspectivas terapéuticas en

las patologias hepética y cerebral asociadas al consumo de alcohol.
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