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1.1. SISTEMA INMUNITARIO

1.1.1. Inmunidad innata e inmunidad adquirida

El sistema inmunitario esta formado por un conjunto complejo de
células, érganos especializados y mecanismos que protegen al organismo
de infecciones mediante la identificacion y eliminacion de agentes
patdgenos. Segun el tipo de respuesta que predomine frente a una
infeccion, clasicamente la respuesta inmunitaria se puede clasificar como
respuesta innata y respuesta adquirida. Las principales diferencias entre
ambas son los mecanismos y los tipos de receptores usados para el
reconocimiento antigénico (Tabla I).

La inmunidad innata es la primera barrera defensiva del organismo y
no requiere sensibilizaciéon previa. En este tipo de inmunidad intervienen las
barreras fisicas y quimicas (epitelio y las sustancias antimicrobianas
producidas en las superficies epiteliales), proteinas plasmaticas (sistema de
complemento, proteinas de fase aguda y otros mediadores de inflamacion) y
varios tipos celulares como las células NK (Natural Killer), neutrdfilos,
células dendriticas o macrofagos (Rollinghoff, 1997). Los fagocitos realizan
una labor relevante, ya que son los principales productores de las citocinas
IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 y factor de necrosis tumoral (TNF-a) y, ademas, liberan
otras moléculas, como por ejemplo la enzima activadora de plasmindégeno y
la fosfolipasa, radicales de oxigeno, peroxido, el factor activador de
plaquetas, 6xido nitrico y mediadores lipidicos de inflamacion, tales como

prostaglandinas y leucotrienos (Trinchieri, 1997).
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Tabla I. Caracteristicas principales de la inmunidad innata y adquirida
(Janeway and Medzhitov, 2002).

Propiedad Sistema inmunitario | Sistema inmunitario
innato adquirido
N Codificados en
Fijos en el genoma. No -
: segmentos génicos.
Receptores es necesario el .
. Necesario un
reagrupamiento :
reagrupamiento
No clonal, todas las ,
) Clonal, todas las células
. . células de un . .
Distribucién de un determinado tipo

determinado tipo son
idénticas

son distintas

Reconocimiento

Patrones moleculares
conservados (LPS,
LTA, glicanos)

Detalles/caracteristicas
de la estructura
molecular (proteinas,
péptidos, hidratos de
carbono)

Discriminacion
entre lo propio y lo
extrano

Seleccionada

ancestralmente

Seleccionada a nivel
celular

Tiempo de accién

Activacion de efectores
inmediata

Activacion de efectores
retardada

Respuesta

Moléculas co-
estimuladoras

Expansién clonal

Citocinas (IL-18, IL-6)

IL-2

Quimiocinas (IL-8)

Citocinas efectoras (IL-4,
IFNy)

Las células del

sistema inmunitario

innato son capaces de

reconocer estructuras altamente conservadas que estan presentes en

procariotas pero que las células eucaridticas carecen de ellas (Medzhitov

10
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and Janeway, 2000b). Estas estructuras se denominan patrones
moleculares asociados a patéogenos (PAMP) y los receptores involucrados
en su identificacion son los denominados receptores que reconocen los
PAMP (Medzhitov and Janeway, 2000a).

___ Bacterias * g
, Virus * '? ”
Patdgenos Hongos .

Parésitos

Receptores de
reconocimiento de
patoégenos

i

RESPUESTA INMUNE

y 4 )

INMUNIDAD INNATA | S [INMUNIDAD ADQUIRIDA

Neutréfilos

Monocitos / macréfagos
Células Dendriticas Humoral Celular

Células NK

Linfocitos B Linfocitos T: CD4*, CD8*

Interferones Anticuerpos Linfocitos T reguladores
Citoquinas
Quimiocinas J

Eliminacion del patégeno

Figura 1. Induccion de la respuesta inmunitaria por patégenos. Los patdégenos

pueden ser reconocidos por receptores del sistema innato inmunitario e iniciar una
respuesta. En la respuesta innata se produce el reclutamiento y activacion de
neutrofilos, macréfagos y monocitos, células dendriticas y células NK. Estas células
también producen mediadores con el objetivo de inhibir al patégeno (interferones),
reclutar otras células (quimiocinas) y regular otros agentes inmunes (citocinas). La
inmunidad innata, a través de la presentacion antigénica, es el inicio de la respuesta
adquirida. Todos estos procesos trabajan coordinados y regulados para conseguir la

eliminacion del patégeno (Szabo and Mandrekar, 2009).



12 Introduccion

Las respuestas innata y adquirida funcionan de forma coordinada y
comparten muchos elementos (Figura 1). La respuesta inmunitaria adquirida
se desarrolla solo frente a la sustancia o el patégeno que indujo su
iniciacion y las caracteristicas que la diferencian de la inmunidad innata son:

o Especificidad. La respuesta va dirigida especificamente a
determinada molécula antigénica, determinante antigénico o epitopo, que es
reconocida por los linfocitos a través de receptores de membrana capaces
de identificar y distinguir diferencias entre diversos antigenos.

e Memoria inmunolégica. Existe un incremento en la intensidad de la
respuesta ante los subsiguientes contactos con el mismo antigeno.

e Heterogeneidad o diversidad. Existe una gran diversidad en los
linfocitos resultado de la variabilidad en la estructura de los sitios de unién
de los antigenos en los receptores linfociticos.

o Multifactorialidad. La respuesta inmunitaria depende de multiples
factores, tanto del agente bioldgico que la origina como del individuo que
responde. El tipo, la virulencia, la cantidad o la dosis del agente agresor y su
via de penetracién pueden generar varios tipos de respuestas. Ademas, la
edad y las caracteristicas genéticas del individuo afectado pueden ser

elementos determinantes (Abbas et al., 1995; Villafuerte, 1990).

En el sistema inmunitario adquirido se produce un reconocimiento
especifico del antigeno y para ello intervienen tres tipos de moléculas
(Abbas et al., 1995):

« Los anticuerpos o inmunoglobulinas (Ig) que se presentan o bien
como receptores de membrana en los linfocitos B, o bien son
secretados por éstos.

« El receptor T (TCR) de los linfocitos T que reconoce péptidos unidos
a receptores denominados moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC)

12
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« Las moléculas de MHC que interactuan con el antigeno con baja
especificidad. Existen dos tipos de receptores MHC, de clase | y de
clase Il en funciéon del tipo de antigeno (Figura 2). Mientras que los
primeros estan presentes en todas las células nucleadas, los ultimos
estan restringidos a un numero limitado de células del sistema

inmunitario.

Célula presentadora
de antigenos

o

Antigeno
exégeno

Célula presentadora
de antigenos

MHC- I

Antigeno
endégeno Péptido Péptido

T CD8+ T CD4+

Figura 2. Presentaciéon antigénica. Las células presentadoras de antigenos
presentan los antigenos enddgenos, a través de las moléculas MHC de clase |, a los
linfocitos T CD8", mientras que las de clase Il presentan péptidos de antigenos

extracelulares a los linfocitos T CD4" tras su procesamiento.

Las células del sistema inmunitario innato inician muchas de las
respuestas adquiridas. Las células dendriticas y los macréfagos internalizan
y procesan los antigenos, exponiendo los productos obtenidos a través de
las moléculas de MHC de clase Il. Estas células presentan el complejo
MHC-lI-antigeno que es reconocido por los linfocitos T CD4". La interaccién
sera critica para determinar el tipo de respuesta. Si la célula presentadora
de antigenos secreta IL-12 y el linfocito interferén y (IFN-y), se desencadena
una respuesta inmunitaria mediada por células (respuesta tipo 1, citotoxica).
Si se secreta al medio IL-4 e IL-10 la respuesta es mediada por los

anticuerpos, produciéndose un aumento en la concentracion de
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inmunoglobulinas (respuesta tipo 2, de proliferacion y sintesis de
anticuerpos) (Macatonia et al., 1995; Mosmann and Sad, 1996).

Tras el reconocimiento del antigeno, se produce la fase de
activacion de los linfocitos, caracterizada por la proliferacion (expansién de
los clones especificos frente al antigeno que inicia la respuesta) y la
diferenciacion (que posibilita que las células cuya funcidon inicial era
reconocer pasen a ser células efectoras con los mecanismos necesarios
para eliminar los antigenos extrafios). La respuesta inmunitaria finaliza con
la fase efectora en la que los linfocitos que han sido activados eliminan el

antigeno.

1.1.2. Los macrofagos y su participacion en la respuesta
inmunitaria

Los macrofagos participan en la respuesta innata, reconociendo al
patégeno o actuando como fagocitos, e intervienen en la conexién con el
sistema adquirido actuando como células presentadoras de antigenos.
Proceden de células pluripotenciales de la médula ésea de la serie
granulocitico-monocitica. Estas células se van diferenciando en presencia
de distintos factores de crecimiento y citocinas como GM-CSF (factor de
crecimiento de colonias de granulocitos y macrofagos) o como la
interleucina 3 (IL-3). Tras su proliferacion y varios estadios de
diferenciacion, se originan los monocitos, que pueden pasar al torrente
circulatorio y desde alli, a los tejidos gracias a una interaccién con
moléculas de adhesién. El monocito en los distintos tejidos, culmina su
diferenciacion y se convierte en macréfago. En esta transformacion se
produce, entre otros, un aumento de su tamafo, se desarrolla el sistema
lisosomal y se incrementan el nUmero de mitocondrias y su metabolismo
energético (Valledor et al., 1998). El macréfago realiza diversas funciones
dependiendo del tejido donde reside. Pueden diferenciarse a células de
microglia en el sistema nervioso, a osteoclasto en hueso, a histiocitos en

tejido conectivo, a células de Kupffer en el higado, a células de clase A del
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tejido sinovial, a células de Langerhans de la dermis o convertirse en células
dendriticas (Valledor et al., 1998; Xaus et al., 2001). La mayor parte de los
macrofagos que llegan a los tejidos desaparecen, muriendo por apoptosis,
aunque pueden recibir sefiales que provocan su proliferacion o activacion
(Figura 3).
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Figura 3. Maduracion de macrofagos. Los macréfagos originarios de médula dsea
llegan a través del torrente circulatorio a los distintos tejidos. Alli en funcién del
estimulo sufren diversos cambios. Pueden proliferar, diferenciarse, activarse o morir

por apoptosis.

Los macrofagos participan en diversos mecanismos del sistema
inmunitario. Dentro de la inmunidad innata, los macréfagos participan en la
defensa frente a patdégenos y coordinan la infiltracién de leucocitos. Son
capaces de fagocitar y asi eliminar particulas extranas. También pueden
inducir la apoptosis de células tumorales mediante la secrecion de enzimas
(como por ejemplo, perforina y gramzima), citocinas, quimiocinas y especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno, o mediante interacciéon célula-célula.
Ademas, pueden provocar la muerte de microorganismos a través de la

actuacion de enzimas (lisozima). Dentro de la inmunidad adquirida, actuan
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como células presentadoras de antigenos, activando a los linfocitos T
(Martinez et al., 2008; McCoy and O'Neill, 2008).

En funcién del estimulo que active a los macréfagos sus acciones
difieren. En respuesta a IFN-y, TNF-a o a ligandos de los receptores tipo
Toll, pueden secretar citocinas proinflamatorias y desarrollarse la
presentacion antigénica asociada a una respuesta tipo 1 para combatir a
parasitos intracelulares. En respuesta a IL-4 e IL-13 se potencia la
presentacion antigénica, se secretan quimiocinas para reclutar a eosindfilos,
basofilos y algunos linfocitos y aumenta la expresion de receptores del
complemento. En respuesta a complejos inmunitarios o a algunos ligandos
de receptores tipo Toll, se promueve la diferenciacion de los linfocitos hacia
una respuesta tipo 2 o pueden dar una respuesta anti-inflamatoria debido a
la presencia de IL-10, glucocorticoides o el factor de crecimiento
transformante 3 (Martinez et al., 2008).

1.1.3. La microglia y su participacion en la respuesta
inmunitaria

El sistema nervioso central estd compuesto por dos tipos de células,
las células nerviosas y las células gliales. Las células gliales las componen
los astrocitos, los oligodendrocitos y las células de microglia; para estas
Ultimas también se utilizara en término genérico de microglia. A principios
del siglo XX, Pio del Rio Hortega, un discipulo de Santiago Ramoén y Cajal,
describié la microglia por primera vez como un tipo celular del sistema
nervioso central, con unas caracteristicas morfoldgicas y unas tinciones que
la distinguen de ofras células gliales y de las neuronas (Gonzalez-Scarano
and Baltuch, 1999; Hanisch and Kettenmann, 2007; Kim and de Vellis,
2005).

La microglia tiene origen mesenquimal e invade el cerebro durante
el desarrollo en dos etapas. La primera durante el desarrollo fetal (los dos
primeros trimestres de embarazo en humanos y entre los dias 10 y 19 de

gestacion en roedores) y una segunda etapa durante los primeros dias
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postnatales. Durante el desarrollo, las células de microglia se transforman
desde la forma activa ameboide fagocitica a la ramificada quiescente propia
del SNC maduro (Chan et al., 2007; Kim and de Vellis, 2005).

La microglia comparte funciones de la inmunidad innata con otros
fagocitos mononucleados, como macréfagos, monocitos y células
dendriticas. Participa en la limpieza de restos celulares, generaciéon de
sefales para la restauracion de tejidos y resistencia a patégenos. Ademas
colabora en el inicio de la respuesta adaptativa actuando como célula
presentadora de antigenos y mandando sefiales a los linfocitos T para
regular la respuesta efectora. La microglia también es capaz de responder a
las sefales que los linfocitos T activados secretan, como IFN-y, TNF e IL-1
(Harry and Kraft, 2008; Ransohoff and Perry, 2009). Al activarse se produce
un cambio fenotipico y morfolégico. Puede activarse por distintos estimulos:
factores que, en condiciones normales, no suelen estar presentes
(estructuras microbianas), factores que han alcanzado una concentracion
critica (constituyentes intracelulares), que estan presentes en una estructura
diferente (agregados proteicos) o por la unién ligando-receptor. La
activacion de las vias de sefalizacion de las células microgliales no solo
ocurre en respuesta a organismos infecciosos, sino también se produce en
un dafio cerebral o durante una infeccion. La microglia sufre una
transformacion desde su estado ramificado quiescente a presentar una
morfologia ameboide y un incremento en la expresién de varias moléculas
de superficie (CD14, MHC o receptores de quimiocinas) (Block et al., 2007;
Hanisch and Kettenmann, 2007; Rivest, 2009).

En el estado activado, la microglia ejerce una funciéon esencial para
la supervivencia neuronal y la inmunidad innata. Elimina restos celulares
téxicos, aumenta la supervivencia neuronal produciendo factores tréficos y
anti-inflamatorios. Ademas, en el cerebro maduro, facilita la reparacion
guiando la migracion de células madre hasta el sitio de inflamacién o dafo,
pudiendo estar implicada en la neurogénesis (Block et al., 2007; Hanisch
and Kettenmann, 2007).
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Ciertos estimulos provocan que la microglia alcance un estado de
sobre-activacion. En él predominan los efectos neurotdxicos, secretando
una serie de factores ciotdxicos como 6xido nitrico (NO) y TNFa. Aunque la
activacion de la microglia puede ser, en ciertos casos beneficiosa, ya que
puede reparar el dafio o eliminar patégenos, su activacion de forma crénica
es un componente importante en las enfermedades neurodegenerativas y
contribuye a la disfuncion neuronal y al dafio asociado con estas patologias
(Kim and de Vellis, 2005; Streit et al., 2004). La enfermedad de Alzheimer
se manifiesta con un deterioro cognitivo por la pérdida de memoria a corto
plazo y trastornos conductuales como depresiéon. Se caracteriza por la
presencia de placas seniles formadas por la proteina B-amiloide (placas
amiloides) y por la formacion de ovillos neurofibrilares, que son debidos a
hiperfosforilacion de las proteinas TAU originando su agregacion anormal y
ocasionando una destruccion de microtibulos y neurofilamentos (Ballatore
et al., 2007). La presencia de microglia activada rodeando las placas seniles
en cerebros de enfermos de Alzheimer sugiere que estas células participan
en la progresion de esta enfermedad. Incluso se ha detectado microglia
activada en pacientes con deterioro cognitivo leve (MCI) que precede la
progresion de esta enfermedad (Fiala and Veerhuis, 2009). Se ha propuesto
que la proteina B-amiloide es capaz de activar a la microglia y generar la
secrecion de agentes citotoxicos, que conducen a una incapacidad de la
microglia para fagocitar eficientemente (Block et al., 2007; Gonzalez-
Scarano and Baltuch, 1999). La microglia también participa en el desarrollo
de la enfermedad de Parkison. Esta patologia se caracteriza por la pérdida
de neuronas dopaminérgicas que conlleva una disfuncién motora (Block and
Hong, 2007). Estudios in vitro revelan que distintas sustancias liberadas por
las neuronas dafiadas (a-sinucleina, metaloproteinasa MMP3 que degrada
la matriz extracelular o la neuromelanina) activan a la microglia produciendo
factores inflamatorios o especies reactivas de oxigeno que dafian las
neuronas (Kim et al., 2007b; Wilms et al., 2003; Zhang et al., 2005). La

activacion de la microglia también esta implicada en la progresién de la
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demencia asociada al HIV. Esta demencia que aparece en las ultimas
etapas del SIDA, se caracteriza por una pérdida neuronal, astrogliosis
reactiva, infiltraciéon leucocitaria y la activacion de las células microgliales
(Gonzalez-Scarano and Baltuch, 1999). Igualmente, la activacion de la
microglia se ha relacionado con otras enfermedades neurodegenerativas
como la esclerosis multiple, las enfermedades por priones o la enfermedad
de Huntington (Block et al., 2007).

1.2. EL PAPEL DE LOS RECEPTORES TOLL EN LA
RESPUESTA INMUNITARIA

1.2.1. Sistema inmunitario y receptores tipo Toll

Los receptores tipo Toll (TLR) se describieron inicialmente en la
mosca de la fruta Drosophila melanogaster como moduladores de la
polarizaciéon dorsoventral durante el desarrollo embrionario. Posteriormente
se establecié que eran parte fundamental de la inmunidad innata de la
mosca para su defensa frente a infecciones bacterianas y micéticas. En
1996, Tagushi describi6 el primer TLR en humanos, al que denominé TIL y
que corresponde al TLR1 (Taguchi et al., 1996). Medzhitov identifico en
1997 una segunda molécula que denominé hToll, actualmente TLR4, y
demostrd que activaba el factor nuclear kappa beta (NFkB) y la sintesis de
citocinas pro-inflamatorias (Medzhitov et al., 1997). Actualmente se conoce
que la familia de los homdlogos de Toll desempefia un papel crucial en la
inmunidad innata. Los receptores tipo Toll son capaces de identificar a una
gran variedad de antigenos ya que reconocen estructuras altamente
conservadas que son expresadas por un gran numero de microorganismos.
Estos dominios estructurales, altamente conservados son los denominados
PAMP.

Hasta el momento se han identificado 11 receptores TLR en
humanos, mientras que en ratén se han identificado 13 TLR. Los TLR 1-9

estan conservados entre el hombre y el ratdon (Takeda and Akira, 2005). Los
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receptores TLR son proteinas transmembrana tipo | que pertenecen a una
gran superfamilia en la que se incluyen los receptores de IL-1, los IL-1R.
Los TLR y los IL-1R poseen un dominio citoplasmatico conservado que se
denomina TIR (Toll/IL-1R) que esta compuesto por unos 200 aminoacidos
con regiones de homologia que comprenden tres regiones conservadas que
son cruciales para la sefalizacion. Por otra parte, la estructura del dominio
extracelular de los miembros de estas dos familias de receptores es distinta.
La familia IL-1R tiene un dominio de tipo inmunoglobulina, mientras que los
miembros de la familia TLR presentan un dominio con repeticiones ricas en
leucinas (LRR: Leucine-rich repeats) formando una estructura concava
implicada en el reconocimiento de patdgenos (Akira and Takeda, 2004b;
Loiarro et al., 2005).

Los receptores TLR estan implicados en el reconocimiento
especifico de componentes de microorganismos derivados de patégenos
como bacterias, hongos, protozoos y virus. Los ligandos mas importantes de
estos receptores y su localizacién subcelular se recogen en la Figura 4
(Akira and Takeda, 2004a; Takeda and Akira, 2005). Referente a la
localizaciéon celular de los receptores TLR, los receptores TLR1, TLR2,
TLR4, TLR5 y TLR6 se localizan en membrana plasmatica. El TLR2 forma
heterodimeros con el TLR1 o con el TLR6 lo que les permite reconocer una
alta variedad de componentes microbianos como péptidoglicanos, acido
lipoteitoico de bacterias Gram positivas o zimosan de hongos. El TLR2
ademas reconoce otras estructuras microbianas cooperando con diversas
proteinas que pueden estar o no relacionadas estructuralmente con este
receptor. EI TLR3 esta localizado en endosomas y responde a RNA de
doble cadena (dsRNA). La replicacion de algunos virus en células
infectadas produce la generacién de dsRNA que estimula células del
sistema inmunitario. El TLR4, que se localiza en membrana plasmatica, es
esencial para la respuesta frente al lipopolisacarido bacteriano (LPS). Este

receptor también se ha implicado en el reconocimiento de otros ligandos
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como el taxol o ligandos endégenos como las proteinas de choque térmico
HSP60 y HSP70. El TLRS5 responde a flagelina, constituyente de los flagelos
bacterianos, mientras que el TLR7 y TLRS8, altamente conservados y
localizados en endosomas, se ha observado que responden a productos
sintéticos. Estos Ultimos receptores participan, ademas, en el
reconocimiento de virus a través de RNA de cadena simple. El TLR9 se
localiza en endosomas y es esencial en la respuesta al DNA bacteriano,
reconoce motivos CpG sin metilar que es caracteristico del DNA bactriano
(Akira and Sato, 2003; Takeda and Akira, 2005).
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Figura 4. La familia de receptores tipo Toll y sus principales ligandos. Los TLR
reconocen componentes microbianos tanto de virus, bacterias y de hongos. Se

localizan en la membrana plasmatica y en endosomas.
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De todos los TLR, el primero identificado en humanos y mejor

caracterizado es el TLR4. El ligando especifico para este receptor es el

lipopolisacarido o LPS, componente mayoritario de la membrana externa de

las bacterias Gram negativas. El TLR4 no reconoce directamente al LPS,

sino que debe unirse a la proteina adaptadora MD-2 en su parte

extracelular. EI LPS a su vez, se une a la proteina de unién a LPS (LBP) y a

la proteina CD14 localizada en la superficie de los fagocitos (Figura 5).
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Figura 5. Via de senalizacion del LPS. El LPS se une al TLR4 a través de las

proteinas adaptadoras MD-2 y CD14 e incia la cascada de sefalizacion que culmina

con la activacién de factores nucleares (Park et al., 2009).
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La interaccion ligando-receptor provoca una dimerizacion del mismo
y el inicio de la cascada de sefalizacién en el que intervienen varias
proteinas adaptadoras (Figura 6). La via de sefializacion consiste, al menos,
en dos rutas: via MyD88-dependiente, comun a todos los receptores TLR
excepto al TLR3 y la via MyD88-independiente, propia de TLR3 y de TLR4
(Kawai and Akira, 2007).

Tras union del ligando, el receptor dimeriza y se inicia la via MyD88
dependiente. El receptor cambia su conformacion y facilita la unién de
proteinas adaptadoras a través dominio TIR: la proteina de respuesta
primaria de diferenciacion mieloide 88 (MyD88) y la proteina adaptadora
que contiene el dominio TIR (TIRAP), también llamada Mal. La proteina
MyD88 recluta y activa a IRAK-4 (quinasa asociada a IL-1R) que
hiperfosforila a IRAK-1, necesario para formar un complejo con TRAF6
(factor asociado al receptor del factor de necrosis tumoral 6). La formacion
del complejo IRAK-4/IRAK-1/TRAF6 induce un cambio conformacional que
libera el complejo del receptor. A continuacion este complejo interacciona en
la membrana con la proteina unida a TAK (TAB2) lo que provoca la
liberacion de las proteinas IRAK y la formacion de un nuevo complejo
compuesto por TAB2, TAK1 (quinasa asociada a TGF-a), TAB1 y TRAF6
que se libera al citosol. La translocacién al citosol hace que TAK1 se active
y provoque la activacion de las MAPK (proteinas quinasas activadas por
mitdgenos) y de la quinasa de IkB (IKK) que fosforila a IkB (inhibidor de
NFkB), degradandose ésta y liberando a NFkB. NFkB pasa al nucleo e
induce la expresién de mediadores inflamatorios tales como la éxido nitrico
sintasa inducible (iNOS), la ciclooxigenasa-2 (COX2) vy citocinas
inflamatorias (Akira and Sato, 2003; Akira and Takeda, 2004a; McCoy and
O'Neill, 2008).
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Figura 6. Via de sefalizacion de los receptores IL-1RI/TLR4. El LPS y la IL-1B
producen una cascada de sefializacion en la que estan implicadas varias proteinas y
que finaliza con la expresion de mediadores inflamatorios (via MyD88 dependiente) y

de genes inducibles por interferén (via MyD88 independiente).

En la via MyD88 independiente, la estimulacion con LPS provoca la
interaccion del receptor con dos proteinas adaptadoras, la molécula
adaptadora relacionada con TRIF (TRAM) y la que induce interferén- y que
contiene el dominio TIR (TRIF), produciéndose la activacién del factor de

transcripcion IRF-3 (factor regulador de interferon) que se fosforila y se
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transloca al nucleo donde induce la produccién de interferon B (IFN-B). IFN-
B activa a las proteinas STAT (transductor de sefial y activador de la
transcripcion) con la consiguiente activacion de genes inducibles por
interferon como IFN-B, IRF-1, IP-10 o VCAM-1. Esta via se descubrio
observando que el LPS era capaz de provocar una respuesta, aunque mas
lenta en ratones deficientes en MyD88 cuando se comparaba con la
respuesta en ratones normales (Akira and Takeda, 2004b; Kawai et al.,
2001; Toshchakov et al., 2002).

Todos los receptores TLR se expresan en el SNC, principalmente
en células gliales. Los astrocitos en cultivo expresan todos los miembros de
los TLR, exceptuando el TLR7 (Jack et al., 2005). La microglia expresa
varios, los TLR 1-9, mientras que los oligodendriocitos expresan
predominantemente el TLR2 y TLR3 (Okun et al., 2009). La estimulacion de
los TLR en las células gliales activa funciones que son importantes para la
eliminacion de patégenos, pero que también pueden ser toxicas para otras
células que tienen limitada su capacidad regenerativa (Carpentier et al.,
2008; Rivest, 2009). En concreto, se ha descrito que la activacion del TLR4
por su ligando LPS, produce neurodegeneracién tanto in vivo como in vitro.
ElI LPS, a través del receptor TLR4, activa a la microglia causando la muerte
de oligodendriocitos, desmielinizacion e incrementando la vulnerabilidad de
las neuronas (Block et al., 2007; Lehnardt et al., 2002; Lehnardt et al.,
2003). La senalizaciéon de los TLR participa en la muerte o supervivencia
celular tras un proceso inflamatorio. Se ha propuesto que la activacion del
TLR4 incrementa la apoptosis de células microgliales a través de la
produccién de IFN-B (Jung et al., 2005).

Otros miembros de la familia de los receptores de tipo Toll han sido
menos estudiados. La mayor parte de los trabajos se centran en el TLR4 y
en menor medida en el TLR2 debido a su importancia tras un dafio
producido en el SNC. Se ha observado un incremento en la transcripcion del

gen que codifica para TLR2 en microglia durante una infeccién, dafio
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cerebral o diversas enfermedades (Glezer et al., 2007). La induccion del
mensajero del TLR2 se ha utilizado como marcador de microglia activada,
pero su significado fisiolégico aun no se conoce en profundidad (Laflamme
et al., 2001). Los estudios con ratones deficientes en TLR2, han puesto de
manifiesto que este receptor interviene en el dafio cerebral causado por
isquemia y es fundamental en la respuesta temprana de la microglia al dano
cerebral (Babcock et al., 2006; Lehnardt et al., 2007). Adicionalmente, se ha
observado que ratones deficientes en TLR4 y en TLR2 presentan reducida
la zona infartada tras un dafio producido por una isquemia local en el
cerebro (Cao et al., 2007; Ziegler et al., 2007) y que estos dos receptores
participan en el reclutamiento leucocitario que se produce tras un dafo en el
SNC (Babcock et al, 2008). La funcion que el TLR2 ejerce en
oligodendrocitos no esta totalmente esclarecida, pero existen evidencias
que sugieren que participa en la reparacion del SNC. Algunos autores
proponen que la activacion del TLR2 en oligodrendrocitos podria tener un
papel neuroprotector aumentando la mielinizacion de neuronas aunque
estos resultados son controvertidos (Kigerl et al., 2007; Setzu et al., 2006).
En resumen, tanto el TLR4 como el TLR2 actuan tras un dafio cerebral y

participan en procesos de apoptosis y supervivencia en el SNC.

1.2.2. La familia de las MAPK

La activaciéon de las MAPK se incluye en la via de senalizacién de
los receptores TLR. La familia de las proteinas quinasas activadas por
mitdogenos (MAPK; Mitogen-Activated Protein Kinases) engloba mediadores
de sefalizacion intracelular implicados en la transduccién de diversos
estimulos extracelulares, desde la membrana al nudcleo celular. Estas
proteinas estan implicadas en el control de diversas funciones celulares
entre las que destacan la proliferacién celular, diferenciacion y apoptosis,

modulando la expresion génica. La familia de las MAPK se subdivide en tres
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subfamilias: ERK1/2, p38 MAPK y SAPK/JNK (Sumbayev and Yasinska,
2006) (Figura 7).
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Figura 7. La familia de las MAPK. En la figura se representa un esquema de los
tres moédulos que constituyen la familia de las MAPK: ERK1/2, p38 MAPK vy
SAPK/JNK, asi como los mecanismos de sefalizacion implicados en la transduccion
de diversos estimulos extracelulares desde la membrana al ntcleo celular (adaptado
de Rubinfeld and Seger, 2005).

Una amplia variedad de estimulos extracelulares, tales como factores
de crecimiento y estrés ambiental, inducen la activacién de MAPK cuyos
miembros son regulados por una cascada de doble fosforilacién, secuencial
y reversible, en treonina (T) y tirosina (Y) del motivo conservado TxY (donde
X es un aminoacido que varia en funcion del médulo de MAPK). Su
activacion esta mediada por dos proteinas quinasas que se activan en serie:
una MAPKKK que fosforila a MAPKK que, a su vez, fosforila a la MAPK en

cuestion. Una vez fosforiladas, y por lo tanto activadas, actian sobre
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diferentes sustratos entre los que se incluyen: proteinas quinasas, proteinas
fosfatasas, proteinas mitocondriales, proteinas que forman parte estructural
del citoesqueleto, fosfolipasas y factores de transcripcion, los cuales van a
ser fosforilados en Ser/Thr-Pro (Tanoue and Nishida, 2003). Los miembros
de la familia de las MAPK no sélo se limitan a fosforilar determinados
factores transcripcionales sino que se han propuesto, en algunos casos,
como componentes integrales de los propios complejos de transcripcion, por
lo que las vias de sefalizacion intracelulares pertenecientes a esta familia
participarian directamente en la regulacion de la transcripcién génica.
Ademas, también se ha descrito su implicacién en la regulacion de algunas
modificaciones post-traduccionales como la acetilaciéon o la ubiquitinizacion
(Whitmarsh, 2007).

La activacion de ERK1/2, llevada a cabo principalmente por estimulos
mitogénicos, contribuye a la regulacién del ciclo celular, proliferaciéon y
supervivencia mientras que p38 MAPK y SAPK/JNK, conocidas como
proteinas de estrés, estan implicadas en la promocién de la apoptosis y son
activadas, esencialmente, por estimulos estresantes o citocinas
proinflamatorias (Sumbayev and Yasinska, 2006; Torii et al., 2006). ERK1 y
ERK2 son activadas por factores de crecimiento, suero y ésteres de forbol y,
en menor medida, por citocinas y estrés osmético. Una vez activadas,
actian sobre numerosos sustratos como proteinas de membrana, del
citoesqueleto y factores de transcripciéon (Rubinfeld and Seger, 2005).

La MAPK p38 es activada por estrés ambiental y citocinas
inflamatorias y minimamente por estimulos mitogénicos. La mayoria de los
estimulos que activan p38 también activan JNK. Algunos de los estimulos
que las activan son: estreses fisicos y quimicos, tales como estrés oxidativo,
radiaciéon UV, hipoxia, isquemia y una variedad de citocinas, incluyendo IL-1
y TNF-a. (Roux and Blenis, 2004). La actividad de p38 es critica para la
respuesta inmunitaria e inflamatoria; esta MAPK se activa en macrofagos,
neutréfilos y linfocitos T por numerosos mediadores extracelulares de la

inflamacion como quimioatrayentes, citocinas, quimiocinas y LPS. p38
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participa en la quimiotaxis, exocitosis granular, adherencia y apoptosis de
macrofagos y neutrdfilos, asi como en la diferenciacion de células T vy
apoptosis mediante regulacion de la producciéon de IFN-y (Dodeller and
Schulze-Koops, 2006).

En mamiferos existen tres genes que codifican para JNK (JNK1,
JNK2 y JNK3), también conocidas como SAPKy, SAPKa y SAPKp
respectivamente, y que originan al menos 10 isoformas diferentes de esta
quinasa mediante una eliminacion alternativa de intrones. La expresion
tisular de JNK1 y JNK2 es ubicua mientras que la de JNK3 se encuentra
restringida al cerebro. Son activadas en respuesta a citocinas, radiacion UV
y gamma, deprivacion de factores de crecimiento, agentes que danan al
DNA vy, en menor medida, por agonistas de los receptores acoplados a

proteinas G, suero y factores de crecimiento (Nishina et al., 2004).

1.2.3. El lipopolisacarido bacteriano como ligando de TLR4

Una amplia variedad de estructuras bacterianas son capaces de
estimular el sistema inmunitario innato; éstas incluyen entre otras a
lipopolisacéaridos, peptidoglicanos, lipoarabinomananos, lipopéptidos, acido
lipoteitoico, DNA bacteriano y flagelina. EI LPS, como se ha comentado
anteriormente, es capaz de activar el sistema inmunitario a través del
receptor TLR4. El LPS, también conocido como endotoxina bacteriana, es
un glicolipido complejo, de naturaleza antipatica, que se considera el
principal componente de la cara externa de la membrana de las bacterias
Gram-negativas y uno de los mas potentes estimuladores microbianos de la
respuesta inmunitaria innata. Su composicion es variable en funcién de la
especie bacteriana; asi, el LPS procedente de Escherichia coli, que se ha
utilizado en este trabajo, se estructura en tres regiones unidas
covalentemente (Figura 8): un dominio hidrofébico denominado lipido A, un
nucleo central de oligosacaridos y un polisacarido distal que recibe el

nombre de antigeno O (Dixon and Darveau, 2005).
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Figura 8. Estructura del LPS de Escherichia coli. La estructura del LPS se puede
dividir en tres regiones: el lipido A, el nucleo de oligosacéaridos y el antigeno O.
(Adaptado de Dixon and Darveau, 2005).

El lipido A, considerado el anclaje hidrofébico del LPS, es practicamente
idéntico en todas las bacterias Gram-negativas; se compone de un
disacarido formado por dos unidades de glucosamina, en el que casi todos
los grupos hidroxilo y amino estan sustituidos. Cinco, y a veces seis,
cadenas de acidos grasos saturados se unen a estos residuos de
glucosamina, por enlaces éster. El lipido A es el componente bioactivo
responsable de la toxicidad del LPS. El nucleo de oligosacaridos se puede
dividir en dos fracciones, la del nucleo interno, rica en cargas negativas y

formada por dos tipos de azucares exclusivos de las bacterias Gram-
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negativas, 2-ceto-3-desoxiocténico y L-glicero-D-manoheptosa, y la fraccion
del nucleo externo constituida por hexosas. La ultima region es el antigeno
O, altamente variable entre especies y responsable de la especificidad
antigénica del LPS. Esta formado por la repeticion de unidades tri-, tetra- o
pentasacaridicas que constan, generalmente, de glucosa, galactosa,
ramnosa y manosa, todos ellos azucares de seis carbonos asi como uno o
mas didesoxiazucares poco frecuentes como abecuosa, colitosa, paratosa o

tivelosa.

1.2.4. El papel de los lipid rafts en la activacion y senalizacion
de los receptores tipo Toll.

Los lipid rafts son microdominios de membrana ricos en colesterol y
esfingolipidos. Este concepto se ha traducido al cstellano como balsas
lipidicas, aunque el empleo de su témino en inglés estd mas extendido. Se
caracterizan por su insolubilidad en ciertos detergentes, como Triton X-100
al 1% a 4°C. Existen evidencias de que los lipid rafts juegan un papel
fundamental en la respuesta inmunitaria innata. Una de sus funciones es el
reclutamiento y concentracion de moléculas implicadas en la sefalizacion
celular. Los lipid rafts pueden ser considerados como plataformas de
sefalizacion que funcionan ensamblando y acercando los componentes
requeridos, facilitando su interaccion y sefalizacion (Pike, 2003; Triantafilou
and Triantafilou, 2005). Existen diferentes proteinas de andamiaje, como por
ejemplo la actina, la flotilina-1 y la caveolina-1, que estabilizan

estructuralmente estos microdominios (Pike, 2003) (Figura 9).

Algunos trabajos han demostrado que la estimulacién del receptor
TLR4 con LPS induce un reclutamiento en los lipid rafts de diversas
proteinas que participan en la via de sefalizacién del receptor TLR4, asi
como de proteinas adaptadoras como el CD14 (Olsson and Sundler, 2006)

o del propio receptor. También se ha observado un desplazamiento hacia
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estos microdominios de otros receptores tipo Toll como el TLR2 (Triantafilou
et al., 2002; Triantafilou et al., 2004).
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Figura 9. Los lipid rafts como plataforma de senalizacién. A) Existen dos tipos
de lipid rafts, unos recubiertos de caveolina que forman invaginaciones en la
membrana y otros planos donde predomina como proteina de andamiaje la flotilina.
Los lipid rafts median en la respuesta de algunos receptores de membrana,
aproximando las moléculas necesarias para la sefializacion (B) o evitando que estén

proximas fisicamente (C) (Allen et al., 2007).
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1.3. EFECTOS DEL ETANOL SOBRE EL SISTEMA INMUNITARIO

Diferentes evidencias clinicas y experimentales sugieren que el
etanol afecta al sistema inmunitario y a su respuesta, lo que causa una
variacion en los niveles de mediadores inflamatorios. El consumo tanto
crénico como agudo se ha asociado con un aumento en el riesgo de
padecer infecciones por bacterias y virus. Asi, el consumo de etanol
aumenta el riesgo a padecer neumonia (Boe et al., 2003; Quinton et al.,
2005), contraer infecciones sistémicas e incluso retrovirales (Szabo, 1999;
Szabo and Mandrekar, 2009).

El mecanismo por el que el abuso de etanol es capaz de deprimir el
sistema inmunitario y aumentar el riesgo a padecer infecciones no se
conoce en profundidad. Algunos autores proponen que puede bloquear la
activacion celular del endotelio durante la infeccion produciéndose un
descenso en las interacciones de las células del endotelio con los leucocitos
y, por lo tanto, un menor reclutamiento de las células efectoras al lugar de la
infeccion (Saeed et al., 2004). Otros autores proponen que el etanol bloquea
la capacidad de responder a las infecciones de distintas células del sistema
inmunitario, como monocitos y macréfagos (Mandrekar et al., 2002), células
dendriticas (Lau et al., 2006), linfocitos T (Szabo et al., 2004) y neutrdéfilos
(Bautista and Wang, 2001).

Sin embargo, los efectos del alcohol sobre el sistema inmunitario
son complejos y dependen de la dosis, del tiempo de exposicion (agudo o
cronico), del tipo celular y de la presencia o ausencia de otros estimulos
adicionales como, por ejemplo, el LPS. Asi algunos trabajos demuestran
que el tratamiento agudo de alcohol altera la respuesta inflamatoria mediada
por los TLR en macréfagos, inhibiendo la respuesta a componentes
microbianos. En monocitos humanos, el tratamiento moderado con etanol
es capaz de impedir la translocacién al nucleo de p65, subunidad de NFkB,
que produce este ligando del TLR4 e interferir en la produccién de citocinas
proinflamatorias tales como el TNF-qa, IL-6 e IL-1B (Mandrekar et al., 1997,

Mandrekar et al., 1999; Mandrekar et al., 2002). El tratamiento con etanol in
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vivo en ratones, también causa un descenso de citocinas producidas por el
LPS, medidas en suero y en lavado peritoneal y de citocinas secretadas por
macréfagos peritoneales (Pruett et al., 2005; Pruett et al., 2004c). En estas
células se ha observado una supresién de la activacion del TLR3 producida
por etanol, disminuyendo la fosforilacion de p38, evitandose la degradacion
de IRAK-1 y la translocacion de NFkB al nucleo (Pruett et al., 2004a). El
etanol también inhibe la secrecion de citocinas producida por la activacion
de otros TLR tales como TLR2 y TLR9 (Goral and Kovacs, 2005). Ademas,
el efecto del etanol parece depender del estimulo que inicie la cascada.
Tiene un efecto supresor en monocitos humanos tratados con LPS,
disminuyendo la produccién de citocinas y fosforilacion de IRAK-1 y MAPK e
interfiriendo en la asociacion de IRAK-1 con TRAF6. Sin embrago, si los
monocitos se tratan con LPS y con un agonista de TLR2 no se observa este
efecto inhibitorio del etanol (Oak et al., 2006).

El tratamiento agudo de etanol también modula la respuesta
inmunitaria adquirida. Se ha observado que éste es capaz de disminuir la
presentacion antigénica en macrofagos (tanto humanos como de ratén), la
proliferacion de los linfocitos T y provoca un descenso en los niveles de
citocinas pro-inflamatorias en respuesta a la estimulacion con
superantigenos (Szabo et al.,, 2004; Szabo et al., 1995). Las células
dendriticas son mas sensibles a los efectos del etanol sobre su capacidad
de presentacion antigénica. Dosis moderadas de etanol afectan a la
diferenciacion y maduracion de las células dendriticas in vitro y a la
proliferacion de linfocitos T. En células dendriticas estimuladas por LPS se
produce un descenso en la expresién de las moléculas co-estimuladoras
CD80 y CD86, y una disminucion en la secrecion de IL-12 acompaiado de
un aumento de la citocina anti-inflamatoria IL-10 (Lau et al., 2006;
Mandrekar et al., 2004).

Contrariamente al efecto supresor del etanol sobre el sistema

inmunitario innato, su consumo crénico parece provocar un proceso
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inflamatorio continuado y dafino. Su consumo prolongado se ha relacionado
con la aparicién de higado graso, peroxidacion lipidica y produccién de
especies reactivas de oxigeno, pudiendo llegar a desarrollar hepatopatia
alcohdlica. Esta patologia se asocia con un reclutamiento masivo de células
inflamatorias (neutrofilos, leucocitos, monocitos y macrofagos) y la
activacion de hepatocitos (Nagy, 2003). El TLR4 y el inicio de su via de
sefializacion, como la induccién de MAPK y de NFkB en otros, juegan un
papel fundamental en la activacién y progresién de esta enfermedad
(Mandrekar and Szabo, 2009; Uesugi et al., 2001). El etanol es capaz de
aumentar la respuesta del LPS en células de Kupffer (Enomoto et al., 2001)
y en hepatocitos (Valles et al., 2003). El dafio hepatico producido por el
consumo croénico de etanol se evita en ratones deficientes en TLR4, aunque
no se elimina en ratones deficientes en la proteina adaptadora MyD88, por
lo que otras proteinas adaptadoras podrian estar implicadas (Hritz et al.,
2008). Ademas de los efectos en higado, existen trabajos clinicos que
indican un aumento en los niveles séricos de citocinas proinflamatorias en
alcohdlicos con dafo hepatico (Khoruts et al.,, 1991). Datos de nuestro
laboratorio también demuestran que el consumo crénico de etanol en rata
induce un aumento en los niveles de IL-1B y TNF-a en suero y que es capaz
de activar la via IRAK/MAPK/NFkB en higado y hepatocitos. Estos
resultados sugieren que el etanol podria activar las vias de sefalizacion
asociadas a los receptores IL-1RI/TLR4, causando dano inflamatorio en
higado (Valles et al., 2003).

La exposicion crénica al etanol, tanto en humanos como en modelos
animales, provoca alteraciones en la respuesta inmunitaria adquirida (Lau et
al., 2009). A pesar de la mayor susceptibilidad a padecer infecciones,
paraddjicamente se ha descrito un aumento en la activacion de células T en
humanos alcohdlicos (Cook et al., 1995) y en ratones con consumo crénico
(Cook et al., 2004; Song et al., 2002). Cuando se produce la activacion de

una célula presentadora de antigenos, como los macréfagos activados por
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el LPS, IFN-y o por el receptor CD40, se produce un aumento de las
moléculas co-estimuladoras CD80 y CD86 del macrofago, lo que permite la

unién con CD28 del linfocito T y asi activar su respuesta (Figura 10).

LINFOCITO T CD4*

CTLA4
CD28 cDp4oL

LFA-1
CD4 1cRr-cD3

Receptor de
citoquinas

ICAM-1 MHC Il
CD86 CD40
CELULA PRESENTADORA DE
ANTIGENOS

Figura 10. Esquema de algunas interacciones entre los linfocitos T con células
del sistema inmunitario innato. Las células presentadoras de antigenos procesan
al antigeno y lo presentan a los linfocitos para iniciar la respuesta inmunitaria
adquirida. Si aumenta la expresion de las moléculas co-estimuladoras CD80 y CD86
de la célula presentadora de antigenos, se une a CD28 y favorece la activacién de
las células T (Cook et al., 2004).

Se ha observado que macrofagos procedentes de ratones
alcoholizados con etanol al 20% (v/v) adicionado a la bebida durante 4-12
semanas, tienen elevados los niveles de expresion de CD80 y CD86,
comparados con ratones no alcoholizados vy, por otro lado, los macréfagos
CD80" y CD86" presentan altos niveles de MHC-II, lo que refleja una
activacion de la respuesta inmunitaria. Ademas, los macrofagos
procedentes de ratones alcoholicos secretan niveles mayores de NO y otras

citocinas proinflamatorias en respuesta a su estimulacion (Zhu et al., 2004).
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Contrariamente a estos resultados, se ha descrito un descenso en las
citocinas por-inflamatorias y un aumento en las anti-inflamatorias secretadas
por células dendritas procedentes de ratones alcoholizados con la dieta de
Lieber-DeCarli durante 11 dias cuando se inducen con OVA (Heinz and
Waltenbaugh, 2007).

1.4. ALCOHOL Y NEURODEGENERACION

El consumo de alcohol se ha asociado con alteraciones en la
estructura, fisiologia y funcion del cerebro. Se ha observado una reduccion
en el peso y atrofia de cerebros de alcohdlicos comparado con cerebros de
personas que no consumen alcohol, posiblemente debido a la pérdida de
materia blanca (Harper, 1998). Existe una pérdida de neuronas en ciertas
regiones del cerebro tales como la corteza, el hipotalamo y el cerebelo,
produciéndose una atrofia del cerebelo caracteristica que comunmente se
asocia con el abuso de alcohol. También se han descrito modificaciones en
dendritas y en las conexiones sinapticas y un descenso en la expresion de
genes asociados a mielina, que podrian explicar los cambios funcionales y
el déficit cognitivo observado en estos pacientes. En cuanto a los cambios
funcionales, se ha observado en personas con dependencia del alcohol una
disminucion de las funciones neuroldgicas: dificultad en la resolucion de
problemas abstractos, en el lenguaje verbal y la visién espacial, fallos en la
memoria y funciones motoras (Harper and Matsumoto, 2005). Estos
cambios en el comportamiento suelen revertir cuando se producen
episodios de abstinencia, asi como una recuperacion del volumen del
cerebro perdido (Pfefferbaum et al., 1995). Por otra parte, el alcoholismo se
ha asociado con una mayor probabilidad de padecer ciertas patologias
como esquizofrenia, depresion, encefalopatia hepatica y sindrome de
Wernicke-Korsakoff (Harper and Matsumoto, 2005). El examen postmorten
de tejido cerebral de alcohdlicos muestran edema cerebral, pérdida

neuronal y disfuncién de la barrera hematoencefalica que se asocia con un
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aumento en el riesgo de padecer hemorragias y dafo isquémico (Reynolds
et al., 2003).

Los mecanismos por los cuales el etanol es capaz de generar todos
estos cambios en el SNC son complejos. Por una parte, el consumo de
alcohol agudo inhibe la funcion del receptor de NMDA (N-metil D-aspartato)
que es un canal catiénico no selectivo cuya activacion aumenta la
concentracion de Ca”" intracelular. El consumo crénico aumenta la
sensibilidad de este receptor, lo que aumenta la vulnerabilidad a que el
glutamato induzca citotoxicidad. Ademas se produce una aumento en el
Ca*" mitocondrial que se relaciona con un aumento de radicales libres. Por
otra parte, el consumo de folato en los alcohdlicos esta disminuido, lo que
provoca que se acumule homocisteina (el catabolismo de homocisteina a
metionina requiere folato) que podria ser neurotoxica. Otras alteraciones
observadas en alcohdlicos son: una disminucién de los factores tréficos, un
aumento de degeneracién neuronal que se relaciona con un fallo en la
reparacién del DNA, una alteracion en el proceso de mielinizacién y una
deficiencia en tiamina que altera el metabolismo de la glucosa, la funcion
mitocondrial y el metabolismo oxidativo (Guerrini et al., 2009; Harper and
Matsumoto, 2005). El estrés oxidativo inducido por el dafio mitocondrial se
ha relacionado con diversas enfermedades neurodegenerativas como
Alzheimer, Parkinson o esclerosis lateral amiotrépica (Lin and Beal, 2006),
aunque los mecanismos por los que el etanol produce el estrés oxidativo no
se conocen. Haorah y col (2008), utilizando cultivos de neuronas sugieren
que el metabolismo del etanol por la alcohol deshidrogenesa o el citocromo
P-450 (isoforma CYP2E1) podrian generar especies reactivas de oxigeno y
NO que causarian dafio neuronal (Haorah et al., 2008).

Recientemente se ha propuesto que el etanol es capaz de inducir la
produccién de citocinas e inducir neuroinflamaciéon y contribuir a la
neurotoxicidad (Crews and Nixon, 2009; Sullivan and Zahr, 2008). Una
caracteristica fundamental de la neuroinflamacién es la activacién de células

gliales, especialmente microglia y astroglia, que producen compuestos pro-
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inflamatorios y téxicos que desencadenan una respuesta inflamatoria y dafo
cerebral. Varios trabajos corroboran esta hipétesis. Usando modelos
animales se ha observado que el suministro de 10 dosis de etanol
intraperitonealmente en dias consecutivos aumentan los niveles de TNFa no
s6lo en higado, sino también en cerebro. Ademas se ha observado que,
suministrando una dosis de LPS tras el tratamiento con etanol, éste
potencia la respuesta del LPS induciendo un incremento de MCP-1
(proteina quimiotactica de monocitos), TNFa e IL-13 en higado, suero y
cerebro y se produce una activacion de la microglia (Qin et al., 2008). La
activacion de la microglia y los niveles de citocinas proinflamatorias se han
estudiado también en humanos. Comparando un grupo control con un grupo
de consumo moderado de alcohol, el analisis postmortem revela que el
alcohol provoca un aumento de MCP-1 y MCP-2, asi como un aumento en
marcadores de microglia en la corteza cerebral (He and Crews, 2008).

El etanol parece activar una cascada pro-inflamatoria generando
estrés oxidativo que, por una parte, produciria neurotoxicidad, y por otra,
seria capaz de inhibir la neurogénesis. Asi la secrecién de citocinas
proinflamatorias producidas durante el consumo de etanol y el estrés
oxidativo podrian contribuir al dafio inducido por el etanol en cerebro. Este
aumento podria provocar un incremento en la transcripcién de proteinas,
aumentando la unién de NFkB al DNA (implicado en respuestas
inmunitarios inflamatorias) y reduciendo la union de CREB (promueven la
supervivencia neuronal) (Crews and Nixon, 2009).

A pesar de que algunos trabajos han asociado el consumo de etanol
con un aumento de citocinas proinflamatorias en cerebro, los mecanismos y
dianas moleculares por los que el alcohol es capaz de desencadenar un
aumento de citocinas y radicales libre en cerebro no estan esclarecidos.
Datos de nuestro laboratorio han demostrado que el consumo crénico de
etanol parece activar la via asociada a los receptores IL-1RI/TLR4,
induciendo la via IRAK/MAPK/NFkB en cerebro y en astrocitos lo que

causaria un aumento de IL-18 y TNF-a en cerebro (Valles et al., 2004).
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En el presente trabajo pretendemos abordar los mecanismos
moleculares por los que el consumo de alcohol altera y modula el sistema
innato inmunitario en macréfagos y en microglia, pudiendo asi explicar la
neuroinflamacién y las deficiencias en la respuesta del sistema inmunitario

que se observa en alcohdlicos.
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Datos anteriores de nuestro laboratorio indican que el alcohol
promueve procesos inflamatorios en higado y en cerebro y sugieren que el
alcohol estimula la respuesta innata inmunitario y, en particular a los
receptores TLR4 (Blanco et al., 2004; Valles et al., 2003; Valles et al., 2004).
En el presente trabajo se pretende evaluar los mecanismos moleculares y
celulares de los efectos inmunomoduladores del etanol analizando sus
interacciones con los receptores TLR y en especial con el TLR4. Para este
objetivo, ademas de la utilizacién de una linea celular de macrofagos (RAW
264.7), se utilizaran cultivos primarios de macrofagos peritoneales de raton
y células microgliales procedentes de animales TLR4™ y de animales
deficientes en este receptor TLR4™.

Ademas, en este trabajo se plantea evaluar la posibilidad de que el
etanol, a través de la activacion del TLR4 en células de microglia, promueva
procesos inflamatorios en cerebro, que podrian generar un proceso de
neuroinflamacién, dafio neuronal y neurodegeneracion, tal y como se ha
descrito en enfermedades neurodegenerativas (Lehnardt et al., 2003; Streit
et al., 2004).

En concreto, los objetivos que se plantean son:

e Estudiar si el etanol es capaz de promover procesos inflamatorios en
macréfagos y microglia y si, a concentraciones de etanol con relevancia
fisiolégica, se inicia este proceso mediante la activacion de la cascada
de sefializacion asociada al TLR4.

e Investigar el mecanismo molecular de la accién del etanol, a bajas y
altas concentraciones, sobre los receptores TLR4, analizando sus
interacciones con los microdominios de membrana lipid rafts.

e Evaluar, en macréfagos, si el etanol interfiere en la activacion del
receptor TLR4 inducida por su ligando, el LPS, lo que explicaria el
aumento a padecer infecciones en alcohdlicos.

¢ Investigar el efecto del etanol sobre la activacion de las células de la

microglia y el papel de los TLR4 en dicha activacion. Para ello se
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utilizaran ratones tanto normales como con deficiencia en la funcién del
receptor TLR4.

Analizar si la activacién de la microglia inducida por el etanol produce
muerte neural, investigando el papel del receptor TLR4 en la
neurotoxicidad.

Evaluar el efecto del etanol sobre la inmunidad adquirida, estudiando su
influencia en la presentacion antigénica en los macrofagos.

Estudiar la posible participacion de otros receptores de la familia TLR,

como el TLR2, en las acciones que ejerce el etanol en la microglia.
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3.1. ANIMALES

En este trabajo se han utlizado ratas Wistar (Harlan Ibérica)
adquiridas con un peso entre 200-250 g, ratones C57BL/6 (Harlan Ibérica) y
ratones deficientes en el receptor TLR4™ (con fondo genético C57BL/6)
cedidos por el Dr. S. Akira. A los ratones TLR4™ se les ha sustituido la
region transmembrana y citoplasmatica del receptor de tal forma que no
responden a su ligando, LPS (Hoshino et al., 1999).

Todos los animales se han criado bajo condiciones controladas
SPF (libres de gérmenes patdgenos), con ciclos de luz/oscuridad (12/12h),
temperatura de 23 °C y humedad del 60%. Para la obtencion de crias, las
hembras prefiadas se separaron y se mantuvieron en jaulas aisladas
durante el periodo de gestacion. EI mantenimiento de los animales se
realizo en el estabulario de mamifero inferior del Centro de Investigacion

Principe Felipe.

3.2. CULTIVOS CELULARES

Todas las operaciones se llevan a cabo en condiciones de
esterilidad, en camara de flujo laminar vertical (Faster Bio48). Todos los
reactivos y medios de cultivo utilizados proceden de Gibco. El material de
plastico utilizado es estéril, las placas petri para cultivo de la casa Orange
Cientific, los tubos de la casa Corning, las jeringuillas de la casa BD y los
filtros de la casa Millipore y Orange Cientific; el material de vidrio utilizado es
estéril. Todos los materiales empleados estan libres de toxinas. Las células
se mantienen en una estufa de cultivos a 37°C en una atmdsfera saturada
de humedad compuesta por un 95% de aire y un 5% de CO, (incubador de

CO, de Heraeus, modelo Heracell).

3.2.1. Cultivo de células RAW 264.7
La linea celular de macréfagos de raton RAW 264.7 (Ref. TIB-71)
utilizada en este trabajo se ha obtenido de la ATCC (American Type Culture

Collection). Esta linea celular se obtuvo a partir de tumores de ratén



48 Materiales y Métodos

inducidos mediante la administracion del virus de la leucemia de Abelson
(Raschke et al., 1978). Estas células fueron cultivadas en medio DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle’s Medium) suplementado con suero bovino fetal
descomplementado (SBF) al 10% (v/v), penicilina 100 unidades/ml,
estreptomicina 100 ug/ml y L-glutamina 2 mM. La descomplementacion del
suero se realiza por tratamiento durante 30 min a 60°C en un bafo
termostatizado de agua. Las células se subcultivaron regularmente para
mantener un crecimiento exponencial.

Los experimentos se realizaron con las células entre el pase 5y
pase 20. Para ello, se disocio la monocapa celular de placas con un 70-80%
de confluencia con 0,25% tripsina-EDTA 0,25 mM a 37°C durante 5 min. Las
células RAW 264.7 se sembraron en placas 100 mm de diametro o placas
de 12 pocillos haciendo una diluciéon 1/10 en el medio de cultivo. Tras 24 h

de la siembra, se procedié a su estimulacion.

3.2.2. Aislamiento de macréfagos peritoneales

El cultivo de macréfagos de ratén se obtuvo a partir de ratones
machos C57BL/6J. Para su aislamiento, los ratones se sacrificaron
mediante dislocacion cervical y se inyecté una solucion de sacarosa 0,34 M
en la cavidad peritoneal. Tras masajear el abdomen del animal, se recuper6
el lavado peritoneal. Las células se sembraron a una densidad de 6 x 10°
células/ml en placas de 12 pocillos en medio RPMI-1640 suplementado con
SBF al 10% (v/v), penicilina 100 unidades/ml, estreptomicina 100 pug/ml y L-
glutamina 2 mM. Para eliminar células no adherentes se cambi6 el medio a
las 2 h. Las células se mantuvieron durante 24 h a 37°C, en la estufa de
cultivos para su estabilizacion. Posteriormente, la pureza del cultivo se
analizé por citometria de flujo con un citdmetro EPICS XL y utilizando como
marcador de macrofagos el anticuerpo F4/80 conjugado con Alexa Fluor
647.
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3.2.3. Cultivo primario de células microgliales

De acuerdo al trabajo de Giulian y Baker (Giulian and Baker, 1986),
los cultivos de células gliales de rata y raton se prepararon a partir de
cortezas de crias de 1-3 dias de edad. Se diseccionaron las cortezas
eliminando las meninges y se disgregd el tejido mecanicamente y
quimicamente con 0,25% tripsina-EDTA 0,25 mM a 37°C durante 30 min. La
digestién se bloque6é con el mismo volumen que se habia utilizado de
tripsina con medio DMEM-F12 (1:1) suplementado con SBF al 14% (v/v) y
deoxiribonucleasa | al 0,02% (v/v). Las células se centrifugaron, se
resuspendieron en medio de cultivo y se pasaron a través de una malla de
90 um de poro. Tras la determinacién del numero de células, éstas se
sembraron a una densidad de 250.000 células/ml, en el caso de los cultivos
de rata, y de 125.000 células/ml, en el caso de los cultivos de ratén, en
medio de cultivo DMEM-F12 (1:1) suplementado con SBF al 10% (v/v),
penicilina 100 unidades/ml, estreptomicina 100 pg/ml, L-glutamina 2 mM vy
fungizona al 1% (v/v). Este cultivo mixto de células gliales se mantuvo a
37°C a 5% CO, durante 12 a 20 dias. El medio de cultivo se cambié cada 5
dias.

El cultivo de microglia se obtuvo mediante el método de
tripsinizacion diferencial (Saura et al., 2003). Para ello el cultivo mixto de
células gliales se ftripsinizd durante 10-30 min a 37°C con 0,05% tripsina-
EDTA 0,25mM. Con ello, se consiguid6 que se liberasen las células
astrogliales y que permaneciesen adheridas a la superficie de cultivo las
células microgliales. La pureza del cultivo fue mayor que el 98%,
determinada por inmunofluorescencia usando diferentes anticuerpos frente
a marcadores de microglia, astrocitos y neuronas: anti-CD11b, anti-GFAP y
anti-MAP-2. Trascurridas 24 h desde el proceso de tripsinizacion, las células
se incubaron en un medio libre de suero con suplemento N-2 al 2% (v/v)

durante 18 h y se procedié a su estimulacion.
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3.2.4. Cultivo primario de neuronas corticales

El cultivo primario de neuronas corticales de rata se preparé a partir
de fetos en el dia 14 de gestacion (E-14) siguiendo el protocolo descrito en
Pascual y Guerri (Pascual and Guerri, 2007). Las cortezas se disgregaron
mecanicamente y se pasaron por una malla de 90 um. Las células se
sembraron en placas previamente tratadas con poli-D-lisina (12,5 pg/ml) en
DMEM suplementado con SBF al 10% (v/v), penicilina 100 unidades/ml,
estreptomicina 100 pg/ml, L-glutamina 2 mM, fungizona al 1% (v/v) y
glucosa 5,5 mM. El medio de cultivo se cambié 1 h después a medio
Neurobasal, que contenia: suplemento B27 (Sigma) 2% (v/v), penicilina 100
unidades/ml, estreptomicina 100 ug/ml, L-glutamina 2 mM y fungizona al 1%
(v/v). Las neuronas se estimularon tras 5 dias de cultivo.

El cultivo primario de neuronas corticales de raton se prepard a
partir de fetos en el dia 17 de gestacion (E17). Las cortezas se disgregaron
mecanicamente y se incubaron durante 15 min a 37°C en 0,25% tripsina-
EDTA 0,25 mM. La tripsina se bloqued con el mismo volumen de medio
conteniendo SBF al 14% (v/v) y deoxiribonucleasa | al 0,02% (v/v). Las
células se recogieron por centrifugacion, se resuspendieron en medio de
cultivo y se pasaron por una malla de 90 um de poro. Se sembraron a una
densidad de 1 milléon células/ml y se siguié el mismo protocolo que en las

neuronas procedentes de rata.

3.2.5. Obtencién de suero de ratén

Los ratones C57BL/6 se sacrificaron por dislocacion cervical y se
obtuvo la sangre mediante puncién cardiaca. Las muestras se centrifugaron
durante 10 min a 3000 rpm y se recogio el suero. Se alicuoté y almacend¢ a -
20°C.
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3.3. ESTIMULACION DE LAS CELULAS Y ADMINISTRACION DE
ETANOL

Las células RAW 264.7 se estimularon con 50 ng/ml de LPS, con IL-
1B (10 ng/ml), ambos de Sigma-Aldrich, o con diferentes concentraciones de
etanol (Merck). En los experimentos de estimulos combinados, las células
se trataron con etanol durante 2 h y, posteriormente, con LPS. Para
bloquear el receptor TLR4, los macréfagos se incubaron con un anticuerpo
bloqueante a una concentraciéon de 10 ug/ml, 40 min antes y durante el
tratamiento con etanol o con LPS. Las células microgliales fueron tratadas
con etanol (10, 50, 100 o 200 mM), con LPS (50 ng/ml) o con 1ug/ml de
acido lipoteitoico (LTA; InvivoGen) durante distintos tiempos.

Para el tratamiento agudo in vivo, a los ratones se les administré
mediante inyeccion intraperitoneal suero salino (control), etanol (4g de
etanol/kg de peso) al 20% en suero, 1 6 3 dosis en dias consecutivos o 1
dosis de LPS 500 g por raton.

Para el tratamiento crénico de etanol in vivo se reemplazé el agua
de los biberones por una mezcla creciente de etanol suplementada con
sacarina, partiendo del 2% (v/v) hasta llegar al 10% (v/v). Los animales se
mantuvieron con el 10% de etanol durante 2 semanas, 4 semanas o 5
meses. No se observaron diferencias significativas ni en el peso ni en el
consumo de bebida entre los ratones alcoholizados y los controles.

Tampoco se observaron diferencias en su comportamiento.

Algunos productos comerciales pueden contener cierto nivel de LPS
(Weinstein et al., 2008). Para descartar la posibilidad de contaminacion por
LPS en el etanol que se utiliza para la estimulacién de las células, se
determind el contenido de endotoxinas utilizando el test Chromogenic
Limulus Amebocyte Lysate (Cambrex Bio Science). El contenido de LPS en
el etanol utilizado fue menor de 2,98x10° pg/ml, concentracion a la cual no

es capaz de activar las células.



52 Materiales y Métodos

Ademas, para descartar la posible presencia de endotoxinas, las
células de cultivo primario de microglia se trataron con un antagonista del
LPS, el sulfato de polimixina B (PMSB). Este antibiético es un polipéptido
cationico ciclico que se une a la porcion del lipido A del LPS de la superficie
celular de bacterias Gram-negativas, impidiendo su accién (Lin et al., 2002).
En cultivos celulares, se utilizdé a una concentracion de 10 ug/ml. Las células
se incubaron 15 min antes y durante la estimulaciéon con etanol 50 mM o
LPS 50 ng/ml y se evalud si este antagonista era capaz de reducir el efecto

provocado por el alcohol.

3.4. ANALISIS MORFOLOGICO

Las células RAW 264.7 y las células microgliales se sembraron en
placas de 12 pocillos sobre cristales. Transcurridas 24 horas después de la
siembra, en el caso de las células RAW 264.7, y 18 h después de la
deprivacion de suero, en el caso de la microglia, las células se estimularon
con LPS o con etanol a concentraciones bajas (10 mM) y moderadas (50
mM) durante 7 6 24 h dependiendo del tipo celular. Las diferencias en
morfologia se analizaron por microscopia de contraste de fase y se
registraron en una camara digital (RICOH XR-R 3000) acoplada a un

microscopio Zeiss (Axioskop 2).

3.5. MEDIDA DE LA PROLIFERACION DE LA MICROGLIA

Para estudiar la posible proliferacién de la microglia, tras ser
tratadas las células con etanol 50 mM, se analizé la incorporacion de
bromodesoxiuridina (BrdU). El BrdU es un analogo de la timidina capaz de
sustituir esta base y marcar células que se estan dividiendo (las que pueden
incorporar el BrdU estan en la fase S del ciclo celular). Las células
microgliales se trataron con etanol durante 24 y 48 h y se incubaron con una
solucién de marcaje de BrdU, durante 30 min a 37°C, a una concentracion
final de 10 pM, siguiendo las instrucciones de un kit comercial de Roche

Diagnostics. A continuacion, las células se fijaron con etanol al 70% y se
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procedié al marcaje el BrdU incubando las células con HCI 4 N durante 10
min a temperatura ambiente, seguido de una incubacion con un anticuerpo
monoclonal anti-BrdU unido a FITC durante 45 min a 37°C. Finalmente, las

muestras se analizaron en un citémetro de flujo FC500.

3.6. ESTUDIO DE FAGOCITOSIS EN CELULAS MICROGLIALES

Las células microgliales de rata se cultivaron sobre cristales y se
incubaron con esperas fluorescentes (FluoSpheres, Molecular Probes) con
un diametro de 2 uym a un porcentaje final de 0,01% durante 30 min a 37°C.
A continuacién, se lavaron 4 veces con tampon fosfato salino (PBS)
compuesto por: NaCl 8 g/L; KCI 0,2 g/L; Na,HPO,4 1,44 g/L; H,PO4 0,24 g/L
pH 7,4 y en este caso con Ca/Mg (1.5 mM MgCl,, 1 mM CacCl,) de Gibco. A
continuacion, se fijaron con metanol a -20°C durante 5 min y se incubaron 1
h con lectina de tomate unida a FITC 1:500 (Sigma-Aldrich). Los nucleos se
marcaron con Hoechst 33342 a 2,5 ug/ml en PBS durante 10 min (Molecular
Probes), las células se montaron con un medio de montaje para
fluorescencia (Difco) y las preparaciones se sellaron. Los resultados se
recogieron con una camara (RICOH XR-R 3000) asociada a un microscopio
Zeiss (Axioskop 2). Para verificar que las esferas habian sido fagocitadas,
se realizd un escaner en el eje Z de las células microgliales con un
microscopio confocal Leica (modelo TCS-SP2-AOBS); de esta forma se
puede evaluar si las microesferas han sido fagocitadas en el interior de las

células y no no se encuentran en su superficie.

3.7. INMUNOTRANSFERENCIA Y DETECCION DE PROTEINAS

3.7.1. Obtencion del lisado celular
Tras estimular las células con etanol, LPS o LTA, éstas se lavaron
con PBS frio (misma omposiciéon que en el apartado anterior, pero sin la

presencia de Ca y Mg). Las células se recogieron por centrifugacion a 3.800
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rom durante 5 min y se lisaron durante 30 min a 4°C con un tampdn
compuesto por: Tris-HCI 20 mM pH 8, Nonidet P-40 al 1% (v/v), cloruro
sédico 4 mM, fluoruro sédico 40 mM, aprotinina 10 pg/ml, leupeptina 40
M, DTT 1mM, NazVO, 1mM y PMSF 1mM. El extracto celular se
centrifugé a 13.000 rpm durante 15 min y se recogié el sobrenadante. Se
cuantificé la cantidad de proteina del extracto obtenido por el método de

Bradford con el reactivo de BioRad.

3.7.2. Obtencién de extracto nuclear en células RAW 264.7 y en
microglia

Con el fin de obtener el extracto nuclear se utiliz6 un método de
fraccionamiento subcelular previamente descrito (Ishida et al., 2002). Para
ello, el sedimento celular se resuspendié en 200 ul de solucién | [Na,HPO,4 5
mM pH 7,4, NaCl 50 mM, sacarosa 150 mM, KCI 5 mM, ditiotreitol 1 mM,
MgCl; 1 mM, CaCl; 0,5 mM y PMSF 0,1 mM), a la que se afiadié Nonidet P-
40 al 0,2% (v/v)]. Después de 5 min en hielo, la muestra se centrifugd a
1.000 g durante 10 min y el precipitado obtenido se resuspendié con la
solucion | sin detergente y se deposité suavemente sobre 1 ml de solucién |l
[Tris-HCI 2,5 mM pH 7,4, NaCl 10 mM y sacarosa al 30% (p/v)], generando
dos fases de distinta densidad. Se centrifugé nuevamente para purificar los
nucleos y finalmente éstos se lisaron durante 20 min con la solucion Il (Tris-
HCI 2,5 mM pH 7,4, NaCl 300 mM y Triton X-100 al 0,5% v/v). Todo el

proceso se realizé a 4 °C.

3.7.3. Inmunoprecipitacion

La inmunoprecipitacion se utilizé para la deteccion de P-IRAK-1 y P-
STAT-1 en el lisado de células microgliales. Los niveles de estas proteinas
fosforiladas son bajos y un analisis por inmunotransferencia no tiene la
suficiente sensibilidad para su deteccién, por lo que fue necesario realizar

un protocolo de inmunoprecipitacion. Para ello, tras la lisis y cuantificacion
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de la proteina, 200 pg de proteina por punto experimental se incubaron con
la proteina A/G-Plus unida a agarosa previamente lavada con tampoén de
lisis (Santa Cruz Biotechnology) durante 1 h a 4°C en un agitador rotatorio
para eliminar uniones inespecificas. Tras eliminar la proteina A/G-agarosa
por centrifugacion, el lisado obtenido se incubé durante toda la noche con 2
Mg de un anticuerpo primario policlonal: anti-IRAK-1 o anti-STAT-1 (Santa
Cruz Biotechnology) o con suero pre-inmune (1:2.000) como control. A
continuacion, se anadi6 la proteina A/G-agarosa durante 2 h a 4°C (10 pl
por cada 100 ug de proteina). Las muestras se centrifugaron a 1.000g
durante 5 min y el sobrenadante se descarté. Tras varios lavados, el
precipitado se solubilizé hirviendo en el tampdn de carga, que contiene
SDS, durante 5 min. Tras una ultima centrifugacién, el sobrenadante se
cargdé en un gel de poliacrilamida y se analizé la presencia de la forma
fosforilada de estas proteinas por inmunotransferencia con un anticuerpo

anti-P-IRAK-1 o anti-serina fosforilada para el caso de STAT-1.

3.7.4. Electroforésis e inmunotransferencia

Para la realizacion de la electroforesis en geles de poliacrilamida en
presencia de dodecil sulfato sédico (SDS), cada una de las fracciones se
mezclaron con tampoén de carga 6x (Tris 350mM pH 6.8, glicerol al 30%
(v/v), B-mercaptoetanol al 30% (v/v), SDS 100g/l y azul de bromofenol 200
mg/l). La mezcla se hirvio a 100°C durante 3 min y se cargd la misma
cantidad de proteina en cada carril. Para separar las proteinas mediante
electroforesis, se utilizé el sistema Mini Protean de BioRad en tampén Tris 3
g/l, glicina 14,4 g/l y SDS 1 g/l a pH 8,3. Los geles se transfirieron a una
membrana de fluoruro de polivinilideno en tampén de transferencia [Tris 25
mM pH 8,3 , glicina 192 mM y metanol al 20% (v/v)] durante 1h a 100 V o
toda la noche a 30 V a 4°C. Finalizada la transferencia, la membranas se
incubaron durante al menos 1 h en leche desnatada 5% (p/v) en el tampén
de lavado TBS (Tris 20 mM pH 7,5, NaCl 500 mM) con Tween-20 0,1% (v/v)

para bloquear las uniones inespecificas. Posteriormente, las membranas se
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incubaron durante toda la noche a 4 °C con el correspondiente anticuerpo
primario (Tabla Il) y, tras varios lavados, con un anticuerpo secundario
apropiado (Tabla lll). Las proteinas se visualizaron con un conjugado de
fosfatasa alcalina o con un sistema quimioluminiscente (ECL Plus de
Amersham Pharmacia Biotech). Para cuantificar la densidad de las bandas
se utilizé un software, Alphalmager 2200 (Alpha Innotech Corporation). En
algunos casos se eliminaron los anticuerpos de las membranas con un
tratamiento de glicina 200 mM pH 2,5 y SDS al 0,4% (p/v) durante 30 min a
temperatura ambiente y a continuacion, se bloqueron y se incubaron de

nuevo con otros anticuerpos.

3.7.5. Transferencia en gota

Para la deteccion del gangliosido GM1 de membrana en distintas
fracciones de un lisado de proteinas, se empleé la subunidad B de la toxina
colérica (CT-B), que se une especificamente a esta glicoproteina.
Unicamente se quiere determinar la presencia o ausencia del gangliésido
GM1 en las distintas fracciones. Un método rapido es la transferencia en
gota. Se depositdé una gota de cada lisado sobre una membrana de
nitrocelulosa y se dej6 que se secara a temperatura ambiente. A
continuacién se incubod con la CT-B unida a peroxidasa (Sigma-Aldrich) y
tras varios lavados, se visualizaron las proteinas con el sistema

quimioluminiscente, ECL Plus.

3.7.6. Electroforesis en condiciones nativas

Para la deteccion de la formacion del dimero de IRF3, las células se
lisaron como se ha descrito anteriormente. Las muestras se prepararon para
la elecroforesis con un tampén de carga 6x compuesto por: Tris 350 mM pH
6,8, glicerol 30% (v/v) y azul de bromofenol 200 mg/l).

Los geles de poliacrilamida se prepararon al 10% en ausencia de
SDS y se enfriaron previamente en una camara a 4°C. En ausencia de

muestra se aplican 15 mA durante 20 min y 4°C y, una vez cargadas las
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muestras, se desarrolla la electroforesis a 15 mA a 4°C durante 150 min
usando un tampon de electroforesis Tris-glicina (Tris 27 mM pH 8,3 y glicina
186 mM). El tiempo que se dejo desarrollar la electroforesis se determiné de
forma experimental. Tras la separacion de las proteinas, los geles se
incubaron durante 15 min en el tampon de transferencia (Tris 25 mM pH 8,3
y glicina 25 mM) al que se le anade SDS al 0,1% (p/v). A continuacion se
realiza la inmunotransferencia siguiendo el protocolo descrito anteriormente,

detectando las formas monoméricas, diméricas y fosforiladas de IRF3.

Tabla Il. Relacién de anticuerpos y diluciones utilizadas en la
deteccién de proteinas mediante inmunotransferencia de células RAW

264.7° y de células microglialesb.

ANTICUERPOS PRIMARIOS UTILIZADOS EN INMUNOTRANSFERENCIA

PM
Antigeno Organismo Dilucion Casa Comercial
(kDa)
_ ab 1:500%y | _
Caveolina-1® ) , | Sigma-Aldrich
22 | Conejo 1:2.000
CcD14? 53-55 | Conejo 1:100 | Santa Cruz Biotechnology
COX-22P 72 | Cabra 1:50 | Santa Cruz Biotechnology
1:1.000% y
ERK*" 42-44 | Conejo 1:2.000° | Santa Cruz Biotechnology
1:1.000°% y
P-ERK":*" 42-44 | Raton 1:2.000° | Santa Cruz Biotechnology
Flotilina-1* 45| Conejo 1:250 | Santa Cruz Biotechnology
GAPDH?? 36 | Ratén 1:20000 | Santa Cruz Biotechnology
H3 acetilada® 17 | Conejo 1:1000 | Cell Signaling Technology
H4 acetilada® 11 | Conejo 1:1000 | Cell Signaling Technology
IL-1RI? 80 | Conejo 1:50 | Santa Cruz Biotechnology
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ANTICUERPOS PRIMARIOS UTILIZADOS EN INMUNOTRANSFERENCIA

Antigeno (:I:na) Organismo Dilucién Casa Comercial

P-IRAK

(Ser 376)b 81 | Conejo 1:1000 | Cell Signaling Technology
IRAK-1? 100 | Ratén 1:200 | Transduction Laboratories
IRAK-1° 80 | Conejo g Santa Cruz Biotechnology

/100pg
IRF-1° 48 | Conejo 1:200 | Santa Cruz Biotechnology
IRF-3° 50 | Conejo 1:100 | Santa Cruz Biotechnology
P-IRF3 (Ser *®)° 50 | Conejo 1:1000 | Cell Signaling Technology
JNK?P 46-54 | Conejo 1:1000 | Santa Cruz Biotechnology
P-JNK®P 46-54 | Raton 1:50 | Santa Cruz Biotechnology
lamina A/C®® 70 | Conejo 1:1000 | Cell Signaling Technology
NFkB-p65>° 65 | Conejo 1:50 | Santa Cruz Biotechnology
MyDSSa’b 35 | Conejo 1:500 | Santa Cruz Biotechnology
p38a’b 38 | Conejo 1:500 | Santa Cruz Biotechnology
P-p38° 38 | Ratén 1:200 | Santa Cruz Biotechnology
P-Serina® | - Conejo 1:500 | Santa Cruz Biotechnology
STAT-1° 48 | Conejo g Cell Signaling Technology
/100pg

TLR2° 90 | Conejo 1:100 | Santa Cruz Biotechnology
TLR4® 110 | Cabra 1:50 | Santa Cruz Biotechnology
TRAF6 *° 60 | Conejo 1:500 | Santa Cruz Biotechnology
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Tabla lll. Relaciéon de anticuerpos secundarios utilizados.

ANTICUERPOS SECUNDARIOS UTILIZADOS

Anticuerpo Dilucién Casa Comercial
Anti-cabra-HRP 1:10.000 | Sigma-Aldrich
Anti-conejo-HRP 1:20.000 | Sigma-Aldrich
Anti-ratén-HRP 1:1.000 | Santa Cruz Biotechnology
Anti-raton-fosfatasa alcalina 1:1000 | Sigma-Aldrich

3.8. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE CITOCINAS

3.8.1. Determinacién de los niveles de TNF-a, IL-18, IL-10

Tanto las células RAW 264.7 como las células microgliales se
estimularon con etanol o LPS durante 18 y 24 h en el caso de los
macrofagos, y durante 7, 24 y 48 h en caso de la microglia. A estos tiempos,
se tomd el medio de cultivo y se mantuvo congelado a -80°C hasta que la
realizacion el ensayo. Los niveles de citocinas se determinaron mediante de
un ensayo ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, ensayo por
inmunoabsorcién ligado a enzimas) utilizando kits comerciales y siguiendo
los protocolos recomendados en las especificaciones de los Kits.

Para la deteccion de TNF-a e IL-10 en los medios de cultivo de las
células RAW 264.7 se utilizaron kits de Diaclone Research que detectan
estas citocinas procedentes de ratén y para IL-1B se utilizo el kit
RayBiotech, ambos suministrados por Bionova Cientifica. Para la deteccion
de los niveles de TNF-a e IL-1B secretados por las células de microglia se
emplearon kits de ELISA para estas citocinas procedentes de rata de

Diaclone Research (Bionova Cientifica).

3.8.2. Medida de la concentracion de nitritos
La acumulacion de nitritos en el medio de cultivo se determiné a
través de la reaccidon colorimétrica de Griess. El reactivo de Griess se

preparé mezclando volumenes iguales de sulfanilamida al 1% (p/v) en acido
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acético al 30% y N-(1-Naftil) etilendiamina diclorhidrato al 0,5% (p/v) en
acido acético al 60% (v/v). Tras incubar 100 pl de medio de cultivo
procedente de células tratadas y no tratadas con 100 pl de reactivo durante
10 min, se determind la concentracion de nitrito midiendo la absorbancia a

540 nm. Como patron se utilizé el nitrato de sodio.

3.8.3. Determinacion de los niveles de TNF-a, NO e IL-10 en la
cavidad peritoneal

Ratones C57BL/6 y ratones deficientes en el receptor TLR4 (TLR4"')
se trataron con suero o con etanol (4g/ kg de peso al 20%). Después de 7 h,
1, 3 6 6 dias de la estimulacion, se sacrificaron. Para la determinacion de
TNF-a. y NO en la cavidad peritoneal se inyecté 1 ml de PBS seguido de un
masaje para facilitar su distribucion a través del peritoneo. EI PBS se
recuperd, se centrifugd a 1.000 g durante 5 min recogiéndose el
sobrenadante para determinar la cantidad de TNF-a e IL-10 mediante
ELISA (con el kit de Diaclone Research) y de NO mediante la reaccion de

Griess previamente descrita.

3.9. ESTUDIO DE LA APOPTOSIS DE NEURONAS CORTICALES
DE RATA Y RATON
3.9.1 Anadlisis de apoptosis de neuronas
Para analizar si las citocinas liberadas al medio tras la activacion de la
microglia producida por el etanol pueden inducir apoptosis en neuronas
corticales, se estimuld la microglia de rata y de raton, deficiente o no en
TLR4, con etanol (50 mM) durante 24 y 48 h. El medio de cultivo se separo
y se congelé a -80°C hasta su empleo.
Las neuronas se cultivaron in vitro durante 5 dias, tras los cuales se
procedio al estudio de la induccién de apoptosis con el medio condicionado
de microglia obtenido anteriormente. Las neuronas se cultivaron con el

medio condicionado durante 1 6 2 dias, medio de microglia procedente de
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rata en neuronas de rata y medio procedente de microglia de ratones

+/+

deficientes y no en TLR4 en neuronas de ratones TLR4™, y se analizé la
apoptosis por citometria de flujo. La apoptosis temprana se cuantifico
mediante el marcaje con anexina V marcada con ficoeritrina y 7-AAD (7-
amino-actinomicina D), ambos de Molecular Probes. 7-AAD es un fluoréforo
que se intercala en la doble hélice del DNA pero en células viables, no
penetra en la célula. Este doble marcaje permite distinguir la poblacion
apoptoética (anexina V positiva) y la necrética (7-AAD positiva). Durante los
estadios iniciales del proceso apoptético, la fosfatidilserina (fosfolipido
normalmente ubicado en la capa interna de la membrana plasmatica) se
transloca al exterior de la membrana, quedando expuesta para su
interaccion con anexina V. La anexina V se une con gran afinidad a la
fosfatidilserina expuesta permitiendo reconocer las células apoptoticas.

Para la deteccion de la apoptosis, las neuronas se lavaron con
tampén Hepes 10 mM pH 7,4, conteniendo NaCl 140 mM y CaCl, 2,5 mM y
se resuspendieron en 100 ul de dicho tampdn. A continuacion se anadieron
los fluoréforos: 3 pl de anexinaV conjugada con ficoeritrina y 1ug/ml de 7-
AAD (ambos de Molecular Probes) incubando 15 min en oscuridad a
temperatura ambiente. La reaccion se detuvo diluyendo con tampén hasta
500 ul y, tras incubar en hielo 3 min, se analizaron las células por citometria
de flujo. Se utilizé el canal FL2 para la fluorescencia naranja, y FL4 para la
roja, previamente compensados para evitar solapamientos. Se empleé el
citometro FC500 de Beckman Coulter y el programa Cytomics RXP Analysis

para el analisis de los datos.

3.9.2 Determinacion de la concentracion de etanol en el medio
de cultivo

Para comprobar el contenido residual de etanol en el medio
condicionado se determinaron sus niveles con el kit de Sigma-Aldrich
basado en una reaccién enzimatica en la que intervienen el dinucleétido de

nicotinamida adenina (NAD) y la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH).
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Esta enzima cataliza la oxidaciéon del etanol presente en el medio a
acetaldehido, utilizando el NAD de cofactor y obteniendo NADH. Se
determind la absorbancia del NADH a 340 nm que es proporcional a la
cantidad de etanol presente.

Las neuronas se incubaron con medio control de microglia y con el
medio al que se afadié la misma cantidad de etanol que contenia el medio
condicionado y se analizé la apoptosis mediante el marcaje con anexina-V

descrito anteriormente.

3.10. AISLAMIENTO DE MICRODOMINIOS DE MEMBRANA LIPID
RAFTS

3.10.1 Aislamiento de lipid rafts de células RAW 264.7

Para el aislamiento de los lipid rafts en la linea celular de
macrofagos, se utilizé6 una metodologia basada en que estos microdominios
son resistentes a la lisis con Tritén X-100 al 1% (v/v) a 4°C y su posterior
separacion con un gradiente de densidades. Especificamente, las células
RAW 264.7 fueron estimuladas con LPS, IL-1B o etanol 10, 50 o 200 mM
durante 30 min. Posteriormente se lisaron en el tampdn empleado en la lisis
celular (apartado 3.7.1) en el que el detergente NP-40 fue sustituido por
Triton X-100 al 1% (v/v). Se generd un gradiente de densidades con el uso
de OptiPrep (Sigma), un producto comercial disefiado para generar
gradientes de densidades compuesto por una solucién al 60% de iodixanol
en agua. El lisado celular se mezcléo con el mismo volumen de una
disolucion de OptiPrep al 35% y se colocé en el fondo de un tubo de
centrifuga. Sobre él se afiadido 1 ml de OptiPrep al 30%, 1 ml al 25%, 1 ml al
20% y 500yl de tampon de lisis. Se centrifugaron a 200.000 g durante 4 h a
4°C. Se recogieron las fracciones del gradiente de 0,6 ml empezando por
las de la parte de superior del tubo, las menos densas. Posteriormente,

cada una de las fracciones se mezclé con tampdén de carga 6x y las
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proteinas se separaron por SDS-PAGE vy se detectaron por
inmunotransferencia.

En algunos experimentos se utilizaron agentes que disgregan los
lipid rafts, saponina y estreptolisina-O. Para los ensayos con saponina, este
compuesto se afadié al tampén de lisis a una concentracion final de 1% vy
en el caso de la estreptolisina-O, las células se trataron con este agente a
una concentracién de 500 ng/ml durante 2 h antes de la estimulacién con
LPS.

3.10.2 Separacion de las fracciones solubles e insolubles en
Triton X-100

Para el estudio del papel de los lipid rafts en células microgliales se
utilizé un procedimiento mas simplificado. Puesto que la separacién de los
lipid rafts en gradiente de densidades necesita partir de una gran cantidad
de células, se empled un protocolo descrito anteriormente para este tipo de
cultivo primario (Kim et al., 2006).

Este método consiste en tratar las células con Tritén X-100 al 1%
(v/v) a 4°C y centrifugar separando las fracciones insolubles a este
detergente que contienen los lipid rafts (precipitado), mientras que el
sobrenadante contiene las proteinas no asociadas a estos microdominios.

Las células microgliales procedentes de rata se estimularon con
etanol 50 mM durante distintos tiempos. Las monocapas se recogieron y se
lisaron durante 30 min a 4 °C en un tampoén Hepes 10 mM pH 7,5, que
contiene NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, PMSF 0,5 mM y Triton X-100 al 1%.
Posteriormente se centrifugaron a 12.000 g 30 min a 4°C y se recogio el
sobrenadante como fraccién soluble a Triton X-100 . El sedimento se lavo
una vez con 1 ml de tampoén de lisis sin Triton X-100 y a continuacién se
procedio a realizar una lisis mas agresiva con una mezcla de detergentes
para poder solubilizar las proteinas presentes en esas fracciones de
membrana. Para ello se utilizé un segundo tampdn de lisis: Tris 50 mM pH
7,4 que contiene SDS al 0,1% (p/v), deoxicolato sédico al 0,5% (p/v), NP-40
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al 1% (v/v), EDTA 1mM, EGTA 1mM, PMSF 2mM, leupeptina 10 ug/ml,
aprotinina 10 pg/ml y NazVO, 1mM_ Las muestras se centrifugaron de nuevo
a 12.000 g durante 30 min a 4 °C y se recogieron los sobrenadantes con las
proteinas presentes en la fraccion resistente a detergentes. Posteriormente
se analizé la presencia de varias proteinas de interés mediante la técnica de

inmunotransferencia.

3.11. ANALISIS DE LA EXPRESION DE LAS MOLECULAS DEL
COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD
Se aislaron los macréfagos peritoneales de ratones sometidos a
distintos tratamientos. Tras 24 h, se lavaron con un tampdén que contenia:
PBS pH 7,2 con SBF 1% (v/v) y azida sédica al 0,1% (p/v). Posteriormente
las células se incubaron con suero de ratéon C57BL/6 al 5% (v/v) durante 30
min a 4°C, para bloquear las uniones inespecificas, obtenido como se ha
descrito previamente en el apartado 3.2.5. A continuacién, se afiadieron los
anticuerpos unidos a un fluorocromo y se mantuvieron las muestras a 4°C
durante 30 min en oscuridad. Los anticuerpos utilizados reconocian los
siguientes antigenos de superficie: F4/80 (marcador de macréfagos) se
utilizé conjugado con Alexa Fluor-647, a una concentracion final de 1 pg/ml
(Caltag Laboratories); H-2K“ (marcador de MHC de clase |) se empleé unido
a ficoeritrina (PE) a 3 pg/mil; I-A° (marcador de MHC de clase Il) se utilizd
unido a isotiocianato de fluoresceina (FITC), a una concentracion de 5
pg/ml; CD80 (también denominado B7-1) unido a PE y se utilizé a una
concentracion de 3 pg/ml y CD86 (B7-2) conjugado con FITC, a 5 ug/ml.
Estos Ultimos anticuerpos se obtuvieron de la casa comercial BD
Pharmingen.
Tras la incubacién con los anticuerpos, la células se lavaron y se
resuspendieron en 100 ul de tampdn y se analizaron en un citémetro de flujo

FC500 de Beckman Coulter. Se estudié la poblacion positiva y la intensidad
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del marcaje respecto a los eventos F4/80 positivos con el programa

Cytomics RXP Analysis.

3.12. INMUNOFLOURESCENCIA Y MICROSCOPIA CONFOCAL

3.12.1. Estudio de la expresion y localizacion del TLR4 y TLR2

Las células de microglia procedentes de rata se sembraron en
cubreobjetos de 15 mm de diametro. Tras la estimulaciéon con etanol (50
mM) o LPS (50 ng/ml) o LTA (1 pg/ml) durante 5, 10 é 30 min, las células se
fijaron con paraformaldehido al 3,7% (v/v) (Electron Microscopy Sciences)
durante 10 min a temperatura ambiente. Se realizaron varios lavados con
PBS (con Ca/Mg de Gibco) y se bloquearon las uniones inespecificas con
una solucion de BSA al 3 % (p/v) en PBS durante 30 min a temperatura
ambiente. Posteriormente las muestras se incubaron toda la noche a 4 °C
con los anticuerpos primarios anti-TLR2 obtenido en conejo (1:50, Santa
Cruz Biotechnology), anti-TLR4 obtenido en cabra (1:50, Santa Cruz
Biotechnology), anti-caveolina-1 (1:200, Abcam) o anti-flotilina (1:100, BD
Transduction Laboratories), obtenidos ambos en ratén.

La incubaciéon con los anticuerpos secundarios se realizé en dos
pasos para evitar que se produzca una interferencia de los secundarios.
Tras varios lavados las células se incubaron durante 90 min a 37°C en una
camara humeda con un anticuerpo anti-cabra unido a FITC (1:100; Jackson
ImmunoResearch) y con un anti-raton unido a AlexaFluor 647 (1:500;
Invitrogen), los dos obtenidos en mono. Tras varios lavados se realizo la
incubacion con un anticuerpo anti-conejo (obtenido en cabra) conjugado con
AlexaFluor 405 (1:500; Invitrogen) durante 90 min a 37°C en una camara
humeda. Después de varios lavados, las células se montaron con un medio
de montaje para fluorescencia (Difco) y las preparaciones se sellaron. Las
imagenes se analizaron utilizando el microscopio confocal de Leica modelo
TCS-SP2-AOBS y se cuantificé la intensidad de fluorescencia y la
colocalizacién con el software de analisis de imagenes Meta Imaging Series
7.0.
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3.12.2. Estudio de la expresion y localizacién de las moléculas
MHC-l y MHC-Il en macréfagos

Los macrofagos peritoneales de ratones tratados o no con etanol se
sembraron a una densidad de 300.000 células/ml sobre cristales. Después
de 24 h, se fijaron con formaldehido al 3,7% (v/v) en PBS (con Ca*" y Mg®")
durante 20 min. Las uniones inespecificas se bloquearon con una solucion
de BSA al 3 % (p/v) en PBS durante 30 min a temperatura ambiente. A
continuacion las muestras se incubaron durante 90 min a 37°C en una
camara humeda con los anticuerpos primarios anti-caveolina-1 (1:100,
Sigma-Aldrich) o con anti-flotilina-1 (1:50, Santa Cruz Biotechnology) ambos
obtenidos en conejo. Tras varios lavados con PBS, las células se incubaron
con los anticuerpos secundarios correspondientes unidos a FITC o a
isotiocianato de tetrametil rodamina (TRITC) y con anti-H-2K° conjugado con
PE (1:50, Molecular Probes) o con anti-1-A® conjugado con FITC (1:50,
Molecular Probes), durante 90 min a 37°C en camara humeda. Los nucleos
se tifieron con Hoechst 33342 a 0,5 pg/ml durante 10 min (Molecular
Probes). Al finalizar estos procesos, los cristales se montaron con el medio
de montaje FA (Difco). Como control negativo se siguié el mismo protocolo
pero sin la incubacion del anticuerpo primario. Las imagenes se analizaron
utilizando el microscopio confocal de Leica modelo TCS-SP2-AOBS y se
cuantificé la intensidad de fluorescencia y la colocalizacién con el software

de analisis de imagenes Meta Imaging Series 7.0.

3.13. ANALISIS DE LA ACTIVACION DE LA MICROGLIA IN
VIVO: INMUNOHISTOQUIMICA

Se administraron 3 dosis de etanol (4 g/kg) al 20% durante 3 dias
consecutivos a ratones normales C57BL/6 y deficientes en el receptor
TLRA4. Los ratones se sacrificaron 24 h después de la ultima administracion,
y los cerebros se congelaron rapidamente en nieve carbdnica y se

almacenaron a -80 °C hasta su utilizacion. Para los estudios de
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inmunohistoquimica, los cerebros se incluyeron en el gel de corte OCT
(Optimal Cutting Temperature de Tissue-Tek) y se realizaron secciones
cerebrales coronales de 40 pm utilizando un criostato de Leica
Microsystems, modelo CM-1900. Los cortes se montaron sobre portaobjetos
comerciales que habian sido previamente tratados con poli-lisina (Thermo
Scientific). Para la detecciéon del marcador de microglia CD11b, los cortes
se lavaron con TBS-T, descrito en el apartado 3.7.4, y se fijaron con
paraformaldehido al 4% en tampodn fosfato 0,1 M pH 7,4 durante 15 min a
temperatura ambiente. A continuacién las secciones se bloquearon durante
1 h con suero bovino al 5% en TBS-T y se incubaron con el anticuerpo
primario, anti-CD11b (Abcam) durante toda la noche en una camara
himeda a 4°C. Tras esta incubacion, se realizaron lavados con TBS-T y se
incubaron con el anticuerpo biotinilado anti-rata (Vector). Finalmente, se
empledé el método de avidina-biotina-peroxidasa (ABC, Vector) utilizando
como sustrato el 3,3'-diaminobenzidina (DAB, Sigma-Aldrich). En presencia
de perdxido de oxigeno el DAB sufre una polimerizaciéon oxidativa y por
accion de la peroxidasa se produce el ciclado de la DAB que da lugar a la
aparicién de un precipitado marrén. Las muestras se trataron con el agente
ABC durante 30 min a temperatura ambiente, y tras 3 lavados de 5 minutos
con TBS-T, los costes se incubaron con DAB. Tras la aparicion del
precipitado marrén, las muestras se lavaron con agua destilaba y se
deshidrataron utilizando sucesivos lavados con etanol al 70%, 80%, 96%,
100% vy finalmente 2 lavados de 5 min en xilol. Las secciones se montaron
en medio de montaje para histologia (Fluka). Como control negativo se
siguié el mismo protocolo, eliminando el anticuerpo primario.

Las imagenes se captaron utilizando una camara de Leica, (modelo
DFC-480) montada sobre un microscopio de la misma casa modelo DM-
6000B. La intensidad de fluorescencia y colocalizacion se valoraron

utilizando el software de analisis de imagenes Meta Imaging Series 7.0.
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3.13. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

En la realizacién del trabajo experimental descrito se utilizé el
programa Graph Pad (version 4) para el calculo de la media y la SD
(desviacion estandar) asi como la comprobacion de la significacion
mediante el test ANOVA de una via seguido por un test de Dunnett cuando
se comparan distintos tratamientos o tiempos respecto a la situacién control.
Para comparar un tratamiento respecto a otro se empleé el test ANOVA de
una via seguido por el test de Newman-Keuls. El programa Excel y Graph
Pad fueron empleados para la construcciéon de las graficas y el Adobe

Photoshop (version 8.0.1) para el procesamiento de todas las imagenes.
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4.1. EL ETANOL MODULA LA RESPUESTA INFLAMATORIA EN
LAS CELULAS RAW 264.7

Debido al papel que juegan los macréfagos en la respuesta
inmunitaria y con el fin de determinar su implicacién en los procesos
inflamatorios modulados por el etanol, se utilizé como aproximacion para
desarrollar este trabajo una linea celular procedente de macréfagos de ratéon
denominada RAW 264.7. Esta linea celular ha sido ampliamente utilizada en
el estudio de procesos inflamatorios y, en particular, en el andlisis de los
efectos inducidos por el LPS, debido a que su respuesta es similar a la

observada en macréfagos peritoneales de raton (Pruett et al., 2005).

4.1.1. El tratamiento con etanol induce un cambio morfoldgico
en las células RAW 264.7

Los macrofagos son células del sistema inmunitario con capacidad
fagocitica y que pueden interaccionar con otros tipos celulares para regular
su respuesta frente a patégenos. Su activacion provoca cambios
morfolégicos. Para analizar si el etanol era capaz de activar y cambiar la
morfologia de los macréfagos, las células RAW 264.7, se trataron con LPS
50 ng/ml o con etanol (10 mM y 50 mM) durante 24 h. La Figura 11 muestra
que ambos compuestos inducen un cambio morfolégico, en el cual las
células adquieren un fenotipo maduro, con pseudopodos, vesiculas y una

forma mas poligonal.
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Control

LPS 50 ng/ml

Etanol 50 mM

Figura 11. Cambios morfolégicos en los macréfagos RAW 264.7. Los
macréfagos fueron tratados con etanol o con LPS durante 24 h. Se muestra una

micrografia caracteristica de 5 experimentos diferentes (Barra 25 pm).

4.1.2. El etanol activa las rutas de sefalizaciéon de las MAPK y
NF-«B

Los macréfagos son células muy sensibles al LPS y responden
activamente generando un mecanismo de defensa que incluye un proceso
inflamatorio. La estimulacion del receptor TLR4 por el LPS provoca una
cascada de sefializacioén en la que se incluye la activacion de las MAPK y
NF-kB (Akira, 2003). Con el fin de analizar si el etanol era capaz de actuar a
través del receptor TLR4, se evalud la activacion de estas cascadas de
sefalizacion en células estimuladas con etanol. Con esta finalidad, los
macrofagos se incubaron con etanol 50 mM y en algunos experimentos se
compararon con los obtenidos con células estimuladas con LPS, ligando
especifico del TLR4.

Para el estudio de la fosforilacién de las MAPK se analizd, mediante

inmunotransferencia, la fosforilacion de p38, ERK1/2 y JNK a distintos
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tiempos de tratamiento. La activacion de estas quinasas ocurre
rdpidamente, ya que a 10 y a 30 min de tratamiento se observa un
incremento en sus formas fosforiladas que decrece a tiempos largos de
incubacion (Figura 12). Por ejemplo, a 30 min observamos un aumento de
P-ERK del 75%, de P-JNK del 52% mientras que P-p38 aumenta un 120%.

Tiempo de tratamiento con etanol (h)

0 015 05 3 24
—— S S e e P-ERK
ZEESSSE o
= e o PUNK

— D W SR em—— | NK

e e P-p38

R W o e Gowee P38

3,0

*%

2’5 - *%

20 5
1,5 A
1,0 A

0,5

*%

relativas

Unidades densiométricas

0,0 T T T T 1
0 0,15 0,5 3 24
Tiempo de tratamiento (h)
—4—P-ERK —¢—P-JNK —a—P-p38

Figura 12. El tratamiento con etanol 50 mM produce una activacion de las
MAPK en las células RAW 264.7. Los macrofagos se estimularon con etanol 50
mM a diversos tiempos y se evaluaron los cambios en la expresion de las formas
fosforiladas de las tres MAPK (P-ERK, P-JNK y P-p38) mediante
inmunotransferencia a partir de 10 min. En el panel superior se muestra un resultado
representativo de un total de 7 experimentos independientes. La cuantificacion,
panel inferior, corresponde a la media + S.E.M. (*<0.05 y **<0.01 respecto al valor

del control con un test de ANOVA de una via).
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El tratamiento con LPS produce una activacion del factor de
transcripcion NF-kB que se transloca al nucleo. Por este motivo, se analizé
la translocacion al nucleo de p65, subunidad de NF-kB, en células
estimuladas con etanol. Las células RAW 264.7 se trataron con varias
concentraciones de etanol (10, 50 y 200 mM) o con LPS 50 ng/ml como
control positivo y, tras un fraccionamiento subcelular descrito en material y
métodos, se determind la presencia de p65 en el nucleo. Como control de
carga y del experimento se analiz6 la presencia de GAPDH (citoplasmatica)
y de lamina A/C (proteina nuclear) tanto en la fraccién citoplasmatica como
la nuclear. No se detect6 la presencia de GAPDH en la fracciéon nuclear ni la
de lamina A/C en la fraccién citoplasmatica. La Figura 13 muestra que, tras
30 min de estimulaciéon con concentraciones bajas (10 mM) y moderadas
(50 mM) de etanol, se produce un incremento de los niveles de p65 en el
nucleo, mientras que los niveles de esta proteina no sufren variaciones
significativas si el tratamiento se realiza con concentraciones elevadas de
etanol (200 mM).

Varios autores han descrito que el etanol disminuye la respuesta
inmunitaria cuando se produce una infeccion (Mandrekar et al., 1999;
Szabo, 1999). Sin embargo, nuestros resultados indicaban que el etanol
inducia una activacién de las células RAW 264.7 como respuesta a dosis
agudas moderadas de etanol (figura 11-13). Para tratar de explicar esta
controversia, los macréfagos se estimularon conjuntamente con etanol y con
LPS y se analizaron los niveles de p65 en el nucleo (figura 13). El
tratamiento conjunto con etanol y LPS provoca una disminucion en el nivel
de p65 en el nucleo respecto al tratamiento de LPS solo.

Estos resultados indican que el etanol por si solo es capaz de iniciar
una respuesta inflamatoria, sin embargo inhibe la respuesta generada por el
LPS.
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Figura 13. El LPS y el etanol aumentan los niveles de expresiéon de la
subunidad p65 de NFkB en el nucleo. La presencia de la subunidad p65 de NFkB
se evalu6é en extractos nucleares. El tratamiento con concentraciones de etanol
moderadas produce una translocacién de p65 al nucleo, mientras que ésta no se
observa con el tratamiento de 200 mM. La combinacion de etanol con LPS
disminuye la activacién producida por el LPS. Se presenta una inmunotransferencia
representativa de un total de 7 experimentos independientes. Los resultados de la
cuantificacion reflejan la media + S.E.M. (*<0.05 y **<0.01 respecto al valor del
control con un test de ANOVA de una via, seguido del test de Dunnet; # <0.05
respecto al valor del tratamiento con LPS con un test ANOVA de una via, seguido

del test de Newman-Keuls).
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4.1.3. El etanol induce la expresién de iNOS y COX-2 en las
células RAW 264.7

La activacion del receptor TLR4 por su ligando LPS provoca la
activacion de NF-«xB, la cual induce la transcripcion de genes que codifican
para citocinas y mediadores inflamatorios, tales como iNOS y COX-2. Para
analizar si el etanol, al igual que el LPS, inducia la expresion de estas
proteinas, las células RAW 264.7 se sometieron a un tratamiento con etanol
50 mM durante distintos periodos de tiempo. Como puede observarse en la
Figura 14, el etanol aumenta los niveles de expresion tanto de iNOS como
de COX-2, alcanzandose el maximo nivel tras 7 h de tratamiento con etanol,

para, a continuacion, decrecer a las 24 h.
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Figura 14. Efecto del etanol en la expresion de COX-2 e iNOS. Los niveles de
expresion de los mediadores inflamatorios iINOS y COX-2 se analizaron a distintos
tiempos de exposicién a etanol 50 mM en las células RAW 264.7. En la parte
superior se muestra una inmunotransferencia representativa de un total de 7
experimentos independientes. Los resultados de la cuantificacién (parte inferior)
reflejan la media + S.E.M. (*<0.05 y **<0.01 respecto al valor del control con un test
de ANOVA de una via).
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La induccion de iINOS normalmente se acompafa con un aumento
en los niveles de NO. Para determinar la presencia de esta molécula pro-
inflamatoria en células tratadas con LPS o con etanol, se determinaron los
niveles de nitritos en el medio de cultivo de células RAW 264.7 tratadas con

diferentes concentraciones de etanol o con LPS durante 18 y 24 h.

[ ] Btanol 10 mM [Ji] Etanol 100 mM
[ Etanol 50 mM [} LPS 50 ng/ml

Niveles de nitritos
(incremento respecto el control)

18 h 24 h
Tiempo de tratamiento

Figura 15. Analisis de los niveles de NO tras el tratamiento con etanol y con
LPS de las células RAW 264.7. Los niveles de nitritos se evaluaron en el
sobrenadante de las células tratadas con LPS (50 ng/ml) o distintas concentraciones
etanol tras 18 y 24 h. Los resultados se presentan como la media + S.E.M (*<0.05

respecto al valor del control con un test de ANOVA de una via, n=7).

La Figura 15 muestra que el tratamiento con concentraciones bajas
y moderadas de etanol estimula la produccion de NO ftras 24 h, de igual
forma a lo que ocurre con macrofagos tratados con LPS. Aunque el
tratamiento con etanol a 50 mM durante 24 h activa los macréfagos
generando un aumento en niveles de NO, con el tratamiento a altas
concentraciones, como 100 mM, no produce cambios significativos en este
mediador inflamatorio. Estos resultados sugieren que diferentes

concentraciones de etanol podrian provocar diferentes respuestas en los



78 Resultados

macrofagos. Para corroborar estos resultados en macréfagos peritoneales,
tras el aislamiento de estos macréfagos del peritoneo de ratones se
incubaron con 50 mM de etanol durante 24 h y se determin6 la
concentracion de NO. Los resultados mostraron que el etanol incrementa

1,3 veces los niveles de NO sobre el control no estimulado.

Para comprobar si la induccion de los mediadores inflamatorios se
producia a través de la interaccién del etanol con el receptor TLR4, las
células RAW 264.7 se trataron con un anticuerpo bloqueante que neutraliza
a este receptor y, posteriormente se estimularon con etanol y se determino
el nivel de COX-2 (Figura 16). Los resultados muestran un incremento en el
nivel de COX-2 tras el tratamiento con etanol y un descenso en el nivel de
esta proteina tras bloquear el receptor TLR4, lo que refleja que la induccion
de COX-2 por el etanol esta mediada por la activacion de dicho receptor.
Este hecho queda también corroborado por el efecto del LPS (que
incrementa los niveles de COX-2) y la disminucién de los mismos cuando se

bloquea el receptor TLR4 con el anticuerpo bloqueante.
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Figura 16. Induccion de la expresion de COX-2 a través del receptor TLR4. La
expresion de COX-2 se evaluo en el lisado de células sin incubar o incubadas con
anticuerpo bloqueante del receptor TLR4 y posteriormente tratadas con etanol 50
mM o con LPS (50 ng/ml) durante 7 h. En la parte superior de la figura se muestra
una inmunotransferencia representativa de un total de 5 experimentos
independientes. Los resultados de la cuantificacion (parte inferior) reflejan la media +
S.E.M. (*<0.05 y **<0.01 respecto al valor del control con un test de ANOVA de una
via, seguido del test de Dunnet; # #<0.01 respecto al valor del tratamiento con etanol

o con LPS con un test de ANOVA de una via, seguido del test de Newman-Keuls).

4.1.4. El etanol ocasiona un incremento en la produccién de IL-
1B, IL-10 y TNF-a

Uno de los mecanismos de defensa utilizado por los macrofagos
para combatir las infecciones y poner en marcha la inmunidad adquirida es
la produccion de citocinas. Para estudiar si el etanol induce la secrecién de
citocinas al igual que lo hace el LPS, las células RAW 264.7 se trataron con
etanol a distintas concentraciones o con el LPS y se determind el nivel de
IL-1B en el medio de cultivo tras una incubacion de 18 y de 24 h.

En la Figura 17.A se puede observar que, mientras el tratamiento

con etanol 10 mM y 50 mM aumenta el nivel de la IL-13 aproximadamente
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1,3 y 1,5 veces sobre el valor control, el tratamiento con 100 mM no afecta a
la produccion de esta citocina ni a 18 ni a 24 h. Ademas, en el medio de
macrofagos tratados con el LPS (50 ng/ml) durante 18 h se observa un
aumento de esta citocina similar al que ejerce el etanol a 10 mM. A 24 h de
tratamiento el efecto del LPS es superior al ejercido por el etanol a 10 y 50
mM.

En la respuesta inmunitaria se produce un equilibrio entre moléculas
pro y anti-inflamatorias. La citocina IL-10 juega un papel importante en la
regulacién de la respuesta inmunitaria (Couper et al., 2008), por lo que
también se analizé su produccion en la linea celular RAW 264.7. En este
caso se utilizaron las mismas condiciones experimentales que para la
valoracién de la IL-1p (incubacién con el LPS (50 ng/ml) o con etanol 10 y
50 mM durante 18 y 24 h). Los resultados de la Figura 17.B muestran que a
las 18 h unicamente se observa un incremento significativo en los niveles de
IL-10 de células tratadas con el LPS, mientras que a 24 h se obtuvieron los
mismos resultados con el LPS que con el tratamiento con etanol 10 mM y
50 mM. Sin embargo, el tratamiento con altas concentraciones de etanol
(100 mM) no induce cambio en los niveles de esta citocina. Es interesante
sefialar que el tratamiento a bajas concentraciones de etanol (10 mM)
induce mayores niveles de la IL-10 que el tratamiento moderado (50 mM).
Este resultado sugiere que bajas concentraciones de etanol podrian tener
un efecto protector mayor frente a un dafio inflamatorio que dosis
moderadas, ya que esta citocina limita la produccion excesiva de citocinas
pro-inflamatorias.

Los cambios inducidos por el etanol y el LPS, después de 24 horas
de tratamiento, sobre los niveles de TNF-a se recogen en la Figura 17 C.
Como se puede observar, mientras el tratamiento con etanol 10 mM y 50
mM aumentan el nivel de TNF-a aproximadamente 2,4 y 1,8 veces sobre el
control, el tratamiento con 100 mM no afecta a la produccion de esta

citocina.
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c) [ 1 Etanol 10 mM
.II. Etanol 50 mM
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I LPS 50 ng/ml + anti-TLR4
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Figura 17. Produccién de citocinas en macréfagos tratados con etanol y con
LPS. Las células RAW 264.7 se incubaron con etanol (10, 50 y 100 mM), con LPS
(50 ng/ml) y se determinaron los niveles de citocinas en el medio de cultivo mediante
ELISA. Valoracién de IL-1B (A, n=7) y valoracién de IL-10 (B, n=7). Los niveles de
TNF-a (C, n=8) se analizaron tras una incubacion con etanol (10, 50 y 100 mM), con
LPS o con ambos. En algunos experimentos las células se incubaron con un
anticuerpo bloqueante del receptor TLR4, 40 min antes y durante la estimulacion.
Los resultados se presentan como la media + S.E.M. (*<0.05 y **<0.01 respecto al

valor del control; #<0.05 y # #<0.01 respecto al valor del tratamiento con etanol o
con el LPS).

Como se ha descrito anteriormente, el tratamiento conjunto de
etanol y el LPS disminuye la translocacion de p65 al nucleo inducida por el
LPS (Figura 13). Para analizar si el tratamiento conjunto altera los niveles
de TNF-qa, se evalué la produccién de dicha citocina en las células RAW

264.7 incubadas con el LPS junto con etanol (50mM). Los resultados
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mostraron una reduccién en la produccion de TNF-o cuando se compara
con su produccion inducida por tratamiento con LPS solo (Figura 17.C).
Estos resultados sugieren que el alcohol interfiere en la sefalizacién del
LPS, tal y como se ha descrito anteriormente (Dai and Pruett, 2006b; Pruett
et al., 2004c).

Para analizar si el aumento en la produccién del TNF-a inducida por
el etanol o por el LPS estaba mediada por una activacion del receptor TLR4,
los macrofagos se incubaron con un anticuerpo bloqueante de receptor
TLR4, 40 min antes y durante el tratamiento con etanol o con LPS. Los
resultados de la Figura 17.C muestran el nivel del TNF-a secretado por las
células y cédmo el bloqueo del receptor suprime la produccién de TNF-a
inducida por etanol o por LPS, sugiriendo la participacion del receptor TLR4
en la respuesta inflamatoria mediada tanto por el LPS como por el etanol.

Para confirmar si este aumento de citocinas se producia también en
los macrofagos peritoneales de ratén, se midieron los niveles de TNF-a en
el sobrenadante de macréfagos tratados con etanol 50 mM durante 24 h. De
la misma forma que ocurre en el caso de las células RAW 264.7, se observa

un incremento de nivel del TNF-a de 1,9 veces respecto al control.

4.1.5. EI LPS y el etanol activan a los receptores TLR4 e IL-1RI e
inducen la translocaciéon de TLR4, IL-1RI, MyD88, IRAK y P-ERK a los
lipid rafts

Trabajos anteriores han demostrado que, tras la estimulacion con
LPS, el TLR4 es reclutado en los microdominios de membrana lipid rafts y
se produce una agrupacion de este receptor que es critica para la
produccién de citocinas (Triantafilou et al., 2002). Estudios anteriores de
nuestro laboratorio habian demostrado que el etanol actuaba a través de los
receptores TLR4 e IL-1RI en astrocitos (Blanco et al., 2005). Basandonos en
esos datos y en otros que indican la importancia de los lipid rafts en el

reclutamiento y activacion de los receptores TLR, la hipdtesis que
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propusimos es que el etanol, a través de sus interacciones con los lipid
rafts, puede mediar la diferente respuesta del sistema inmunitario.

Con el objetivo de determinar si el etanol, al igual que el LPS, actua
a través de estos microdominios de membrana afectando a la dinamica de
los receptores TLR4 e IL-1RI, las células RAW 264.7 fueron tratadas con
LPS (50 ng/ml), IL-1B (10 pg/ml) o etanol (10 mM y 50 mM) durante 30 min.
Posteriormente las células se lisaron con Triton X-100 y los lipid rafts se
aislaron mediante ultracentrifugacién en gradiente de densidad. En las
diferentes fracciones obtenidas se analizd tanto la presencia de los
receptores TLR4 e IL-1RI como de diversas proteinas implicadas en la

cascada de senalizacion del receptor TLR4.

1 2 3 4 5 6 7 8 Lisado

Control -

LPS 50 ng/ml -

Figura 18. Localizacion de la subunidad B de la toxina colérica. Se
aislaron distintas fracciones de un gradiente de densidad del lisado de células RAW
264.7 no estimuladas o tratadas con LPS (50 ng/ml). La subunidad B de la toxina

colérica se localizé en fracciones de baja densidad.

Para localizar las fracciones en las que se encuentran los lipid rafts
se utilizaron tres marcadores. Inicialmente en células no estimuladas y
tratadas con el LPS, se evaluaron las fracciones en las que se localizaba la
subunidad B de la toxina colérica, ya que ésta se une especificamente al
gangliésido GM1 de membrana que es un componente selectivo de los lipid
rafts. Tras el aislamiento de los lipid rafts, tanto en situacién control como en
células estimuladas con LPS, se observa que se localiza principalmente en
las fracciones 2 y 3 de baja densidad (Figura 18). Otro de los marcadores

empleados es la flotilina-1, proteina que se expresa constitutivamente en
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estos microdominios y que se detecta, como en el caso de la subunidad B
de la toxina colérica, en fracciones de baja densidad (2 y 3). El tercer
marcador utilizado es la caveolina-1 que se asocia con un tipo de lipid rafts
denominado caveolas (Pike, 2003); esta proteina se localiza en fracciones
de mayor densidad (5-7) (Figura 19).
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Figura 19. Aislamiento de lipid rafts en macréfagos control y tratados con
etanol, LPS o IL-1B. Las células RAW 264.7 fueron tratadas durante 30 min con
etanol 10 mM o 50 mM, LPS (50 ng/ml) o IL-1B (10 ug/ml) de ratén. Las células se
lisaron y se aislaron los lipid rafts mediante ultracentrifugacion utilizando un
gradiente de OptiPrep. Las fracciones desde la parte de baja densidad del gradiente
se recogieron y se analizaron mediante inmunotransferencia para detectar la
presencia de caveolina-1, flotilina-1, CD14, TLR4, IL-1RI, MyD88, IRAK-1 y P-ERK.

Se muestra una inmunotransferencia representativa de un total de 3 experimentos.

En células no estimuladas, los receptores TLR4 e IL-1RI, asi como
las proteinas asociadas a la via de sefializacién de estos receptores que se

han estudiado, se localizan en fracciones mas densas (entre la 5 y la 8).
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Cuando las células se estimulan con el LPS o con etanol, se produce un
desplazamiento o translocacion de los receptores TLR4 e IL-1RI desde
fracciones mas densas del gradiente a las fracciones con menor densidad
ricas en flotilina-1. En estos gradientes también se observa un incremento
en los niveles de los receptores TLR4 e IL-1RI. Asi mismo, la proteina de
membrana CD14, que actua como co-receptor del TLR4 y que es una
molécula residente de lipid rafts (Olsson and Sundler, 2006), se localiza en
fracciones ricas en flotilina-1, incluso en células no estimuladas, pero tras el

tratamiento se produce un incremento en sus niveles (Figura 19).

Nuestros resultados también demuestran que, tanto el etanol como
el LPS inducen el reclutamiento de algunas de las proteinas asociadas a la
via de senalizacién de TLR4/IL-1RI (MyD88, IRAK y P-ERK) a fracciones
ricas en flotilina-1 (lipid rafts-flotilina) observandose ademas un incremento
en los niveles de MyD88 y P-ERK. Estos resultado sugieren que tanto el
LPS o como el etanol inducen una agregacién y reclutamiento de los
receptores TLR4 e IL-1RI y de las proteinas asociadas a su sefalizacion en
los lipid rafts ricos en flotilina-1, induciendo una respuesta y la consiguiente

activacion de la via de sefalizacion.

Para analizar si los efectos inhibitorios de altas concentraciones de
etanol sobre la senalizacion del receptor TLR4 son causadas por una
disgregacion de los lipid rafts, se compararon los efectos producidos por el
tratamiento con etanol 200 mM con los inducidos por el tratamiento con
estreptolisina-O o saponina. Estos dos compuestos actian bloqueando el
colesterol y formando poros en la membrana donde abunda esta proteina
(Simons and Toomre, 2000). Como esta descrito, el tratamiento de las
células con estos agentes distorsionan los microdominios lipid rafts, como
se refleja en la deteccidn de los marcadores de rafts, flotilina-1 y caveolina-
1. Como se muestra en la Figura 20, el etanol a altas concentraciones

también produjce esta distorsion y evita la translocacion del TLR4 a
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dominios ricos en flotilina-1. Estos resultados sugieren que altas
concentraciones de etanol actian de forma similar a los agentes que
distorsionan los lipid rafts impidiendo la translocacion del TLR4 a estos

microdominios y causando un bloqueo de su sefalizacion.
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Figura 20. Distorsién de los lipid rafts en células RAW 264.7. Los macréfagos
fueron tratados con etanol (200 mM) o con LPS (50 ng/ml) durante 30 min y se
aislaron los lipid rafts mediante un gradiente de densidad. Para los experimentos con
saponina, ésta se afiadio al tampodn de lisis para obtener una concentracion de 1%.
Cuando se utiliza estreptolisina-O (SLO) las células se incubaron 2 h antes del
tratamiento y durante éste. Se muestra una inmunotransferencia representativa de

un total de 3 experimentos.
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4.2. EL ETANOL GENERA UN PROCESO INFLAMATORIO EN
CELULAS MICROGLIALES DE RATA

La microglia es el principal tipo de célula efectora del sistema
inmunitario en el cerebro. Su activacion se ha relacionado con procesos de
neuroinflamacién asociados con diversas patologias. El consumo de alcohol
causa dano cerebral, aunque se desconoce el mecanismo por el que causa
este proceso inflamatorio. Datos previos de nuestro laboratorio sugieren que
el etanol provoca un dafio inflamatorio en cerebro aumentando el nivel de
citocinas y de mediadores inflamatorios y activando la via de sefializacion
asociada a los receptores IL-1RI /TLR4 (Blanco et al., 2004; Blanco et al.,
2005). Por este motivo, tras estudiar el efecto del etanol en la linea celular
de macrofagos RAW 264.7, nos planteamos el estudio de los efectos que
provocan dosis agudas de etanol en células microgliales y analizar su

participacion en estos procesos de neuroinflamacion.

4.2.1. El etanol provoca cambios en la morfologia de células
microgliales

La microglia se activa en respuesta a diversos estimulos y, como
ocurre en el caso de los macréfagos, provoca un cambio morfologico
caracteristico de las funciones que ejerce. En el cerebro adulto la microglia
tiene un soma pequefio, una zona perinuclear citoplasmatica reducida y
unas finas ramificaciones (Ransohoff and Perry, 2009). Para investigar si el
etanol es capaz de provocar los cambios morfolégicos asociados a su
activacion, las células se trataron con etanol 50 mM durante 7 y 24 h. La
Figura 21 muestra como el etanol induce un estado activado en células
microgliales, ya que se produce un alargamiento del cuerpo celular, y
pérdida de algunas de las elongaciones radiales. Por otra parte, se detecto
la presencia de una poblacién con morfologia ameboide, causada por la
retraccion los filopodios hacia el cuerpo celular (Block et al., 2007; Napoli

and Neumann, 2009) caracteristica de una actividad fagocitica.
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Control Etanol 7h Etanol 24h

Figura 21. Cambios morfologicos de la microglia inducidos por el etanol. Las
células microgliales fueron tratadas con etanol 50 mM durante 7 y 24 h. Se
observaron cambios en su morfologia mediante contraste de fases, lo que se
relaciona con una posible activacion de estas células La barra de escala
corresponde a 20 um. Se muestra una micrografia caracteristica de 5 experimentos

diferentes.

Para evaluar si estos cambios estaban relacionados con un
incremento en la proliferacion, se midio la incorporacion de BrdU en las
células tratadas con etanol 50 mM durante 12, 24 y 48 h. Este experimento
se realizé en ausencia de suero siguiendo el mismo protocolo que el resto
de los experimentos realizados en este trabajo. Como se muestra en la
Tabla IV, no se observan diferencias significativas entre las células tratadas
y no tratadas con etanol. Ademas, el porcentaje de incorporacion de BrdU
fue muy bajo (<0,05%) lo que indica que, en ausencia de suero, los cambios
morfoldgicos inducidos por el tratamiento con etanol no son debidos a un

aumento en la proliferacion celular.

Tabla IV. Medida de la proliferacién de la microglia. La proliferacion de
estas células se determind mediante la incorporacion de BrdU. Los datos

representan la media + desviacion estandar (n=3).

Tratamiento Control Et12h Et24 h Et48 h

% poblacion BrdU
positiva

0,21+0,03 | 0,27+0,08 | 0,31+0,02 | 0,31+0,05




Resultados 91

Para determinar la capacidad fagocitica de la microglia tratada con
etanol, las células se incubaron durante 30 min con bolas de latex
fluorescentes. La Figura 22 muestra cdmo las células, que fueron
previamente tratadas con etanol, son capaces de engullir un mayor niumero
de bolas fluorescentes, lo que puede relacionarse con una mayor capacidad

fagocitica.

Control Etanol 24h Etanol 48h

Figura 22. El etanol aumenta la actividad fagocitica de la microglia. Las células
microgliales fueron tratadas con etanol 50 mM durante 24 y 48 h. Este tratamiento
aumento la fagocitosis de bolas de latex fluorescentes a las que estaban expuestas.
La barra de la escala corresponde a 20 pum. Se muestra una micrografia

representativa de 5 experimentos diferentes.

4.2.2. El etanol activa la via asociada al TLR4 en la microglia:
via de las MAPK y de NF-KB

Se ha descrito que la activacion del receptor TLR4 incrementa la
fosforilacién de IRAK-1 y de las MAPK (Akira, 2003). Para determinar si el
etanol es capaz de activar la via de sefializacion asociada al receptor TLR4,
analizamos la fosforilacién de IRAK-1, ERK1/2, p38 y JNK en células
tratadas con etanol 50 mM durante distintos tiempos. Para determinar P-
IRAK-1 se procedié a realizar una inmunoprecipitacion de IRAK-1 y la
posterior deteccion de P-IRAK-1 (fosforilacion en la Ser 376) por
inmunotransferencia. Como se observa en la Figura 23.A, la fosforilacion de

esta proteina se produce rapidamente; tras un tratamiento de 10 min, ya se
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detecta un incremento significativo respecto al control, aunque el maximo se

observa a las 3 h.
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Figura 23. El etanol activa a las MAPK. Las células microgliales fueron tratadas
con etanol 50 mM durante distintos tiempos (A) o con distintas dosis durante 30 min
(B). Se analizaron los niveles de P-IRAK-1, P-ERK1/2, P-p38 y P-JNK por
inmunotransferencia y las mismas membranas se reincubaron para detectar ERK1/2,
p38 y JNK. Se representan los valores de la media + S.E.M. * p < 0.05, ** p < 0.01
comparando con el valor control con el test ANOVA de una via. Se muestra una

inmunotransferencia representativa de 7 experimentos independientes.

La fosforilacion de ERK1/2, p38 y JNK se produce también de forma
rapida, a partir de 10 min ya se detecta un aumento en las formas
fosforiladas, aunque el maximo ocurre entre los 30 y 60 min de tratamiento,
disminuyendo sus niveles a continuacion. Por otro lado, cuando las células
se trataron con distintas dosis de etanol, se observa que dosis bajas de
etanol, 10 mM, no son capaces de causar la fosforilacién de las MAPK vy

que dosis de 50 mM y 100 mM producen los mismos efectos (Figura 23.B).
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Si comparamos estos datos con los obtenidos en las células RAW 264.7,
parece que los macrofagos son mas sensibles a los efectos del etanol que
las células microgliales.

La activacion del receptor TLR4 induce una estimulacion rapida del
factor de transcripciéon NF-xB lo que provoca la expresion de factores
proinflamatorios como son iINOS, COX2 y citocinas (Akira, 2003; Grunblatt
et al., 2000; Park et al., 2007). Para estudiar esta activaciéon, como en el
caso de las células RAW 264.7, se analiz6 la presencia de la subunidad p65
en el ndcleo, mediante un fraccionamiento subcelular y posterior
inmunotransferencia. Las células microgliales fueron tratadas con etanol 50
mM o con LPS 50 ng/ml como control positivo durante 30 min. La Figura
24 A muestra que el tratamiento de ambos compuestos induce un aumento
de los niveles de p65 en el nucleo. Adicionalmente (Figura 24.B) se detecta
un aumento en la expresion de INOS a las 1 y 3 h del tratamiento,
disminuyendo a partir de 7 h. La expresion de COX2 también aumenta a las
3y 7 h, manteniendo unos niveles altos tras 24 h de tratamiento con etanol.

Estos resultados indican que el etanol es capaz de provocar una
respuesta rapida en la microglia, activando la via de sefializacién asociada
al receptor TLR4, tal y como demuestra la fosforilacién de IRAK-1 y MAPK,
la translocacién al nucleo de NF-xB y posterior aumento en los niveles de
iINOS y COX2.
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Figura 24. El etanol activa al factor de transcripcion NF-kB. Las células
microgliales fueron tratadas con el LPS (50 ng/ml) o con etanol 50 mM. La presencia
en el nucleo de p65 se detectd tras un tratamiento de 30 min (A) y la expresion de
COX-2 e iINOS a distintos tiempos (B). Las membranas se reincubaron para
detectar la proteina lamina A/C o GAPDH como controles de carga. Los valores de
la cuantificacién se representan como media £+ S.EEM. * p < 0.05, ** p < 0.01
comparando con el valor control con el test ANOVA de una via. Se muestra una

inmunotransferencia representativa de 7 experimentos independientes.
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Para comprobar que la activacion de la via de sefializacién asociada
al TLR4 es debida a un efecto directo del etanol y no a la presencia de una
contaminacion por LPS, se utilizé un antagonista del LPS, el sulfato de
polimixina B (PMBS). Las células microgliales sin tratar o previamente
incubadas 15 min con PMSB 10 ug/ml, se estimularon con 50 mM de etanol
0 50 ng/ml de LPS y se evaluaron los niveles de P-ERK1/2 y de COX-2. La
Figura 25 muestra que, mientras el PMSB evita los efectos del LPS tanto en
la fosforilacion de ERK1/2 como en los niveles de COX-2, practicamente no
afecta a la activaciébn que produce el tratamiento con etanol. Estos
resultados confirman que es el etanol el agente responsable de los efectos
observados en la via de sefalizacion del TLR4 y no son debidos a una

posible contaminacién por endotoxina.
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Figura 25. El etanol, y no una posible contaminacién por LPS, activa a la via de
sefalizacion del receptor TLR4. Las células microgliales fueron tratadas con LPS
(50 ng/ml) o con etanol 50 mM vy, en los casos sefialados se realizé una pre-
incubacién de 15 min con PMBS (10 pg/ml). El nivel de P-ERK1/2 se evalu¢ tras 30
min de tratamiento, y el de COX-2, tras 3 h de tratamiento. Se muestra una

inmunotransferencia representativa de 3 experimentos independientes.
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4.2.3. El etanol induce la produccion de citocinas en células
microgliales

Una de las consecuencias de la activacion de la microglia es la
secrecion de citocinas pro-inflamatorias. Por este motivo, se estudié la
produccién de TNF-a, IL-1B y NO en el medio de células microgliales
tratadas con etanol a distintas concentraciones (10, 50 y 100 mM) durante
7, 24 y 48 h. Como control positivo se utilizé el LPS para estimular estas
células. En la Figura 26 se observa como el etanol a 10, 50 y 100 mM es
capaz de estimular la liberacion del TNF-a, IL-1B y NO tras 7 h de
tratamiento, aunque el mayor efecto lo observamos con 24 h de tratamiento.
A este tiempo, la produccién de IL-1B en células tratadas con etanol alcanza
unos niveles similares a los que se obtienen en células tratadas con LPS.

Un dato a resaltar es el hecho de que el etanol, tanto a bajas como
a altas concentraciones, es capaz de activar a la microglia liberando
citocinas al medio, lo que contrasta con los datos obtenidos en las células

RAW 264.7, sugiriendo una diferente sensibilidad a los efectos del etanol.
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Figura 26. El etanol estimula la secrecion de citocinas pro-inflamatorias y de
NO. La microglia se tratd6 con LPS (50 ng/ml) o con etanol a distintas
concentraciones. Se midi6 el nivel de TNF-a y de IL-1B mediante ELISA y los niveles
de nitritos mediante la reaccion de Griess. Los resultados presentan como media *
S.E.M., siendo n=5-6. * p < 0.05, ** p < 0.01 comparando con el valor control con el
test ANOVA de una via.
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43. LA ACTIVACION DE LA MICROGLIA PROVOCA LA
MUERTE DE LAS NEURONAS CORTICALES

La activacion de la microglia puede ejercer un efecto protector en
las neuronas, sin embargo en los procesos inflamatorios, una activacion
prolongada puede causar dafio neuronal, tal y como se ha descrito en
ciertas enfermedades neurodegenerativas (Bjorkqvist et al., 2008; Lopes et
al., 2008).

Por este motivo, nos planteamos si la microglia activada por etanol
es capaz de inducir la muerte de neuronas a través de la secrecién de
citocinas u otros mediadores inflamatorios. Para ello, las células de
microglia se estimularon con etanol 50 mM durante 24 h y 48 h, tiempos
que habiamos observado una mayor secrecion citocinas al medio de cultivo
(Figura 26). El medio condicionado de la microglia tratada o no con etanol
durante 24 o 48 horas se recogio y se congeld, hasta su utilizacion. Tras su
descongelacién se determiné la cantidad de etanol que se mantenia en los
medios. Esta fue de 4,8 + 1,1 mM (medio de 24 h) y 2,5 + 0,7 mM (medio
de 48 h). Los medios condicionados de microglia se afiadieron a neuronas
corticales en cultivo primario al dia 5 vitro, y el medio se mantuvo durante 1
dia o 2 dias. Se analizé el porcentaje de células apoptéticas utilizando
anexina-V y citometria de flujo.

Para evaluar si el etanol que contenia el medio podia inducir muerte
neuronal, algunas neuronas se incubaron con medio condicionado de
microglia sin tratar (control), al que se afadié etanol para obtener una
concentracion final de 2,5 y 4,8 mM. Las neuronas se mantuvieron durante
24 y 48 horas. A estas concentraciones de etanol no se puede detectar un
aumento de apoptosis neuronal.

Sin embargo, cuando las neuronas se incuban con medio
condicionado de microglia tratada con etanol, se observa un aumento en la
apoptosis (células Anexina V positivas) de las neuronas corticales tras la

incubacion durante 2 dias con el medio de microglia tratada con etanol
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durante 24 h y 48 h. (Figura 27). Estos resultados indican que la activacion
de la microglia por el etanol es capaz de producir mediadores inflamatorios
que inducen apoptosis de neuronas, lo que podria implicar a las células
microgliales en la muerte de neuronas observada en alcohdlicos (Harper,
2009; Harper and Matsumoto, 2005).
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Figura 27. La activacion de la microglia por el etanol causa muerte neuronal.
Neuronas corticales fueron incubadas con medio condicionado de microglia tratada
con etanol y se determind la apoptosis por citometria de flujo. Los resultados se
presentan como media + S.E.M., siendo n=6. * p < 0.05 comparando con el valor

control con el test ANOVA de una via.
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44. EL ETANOL ACTIVA LA VIA MYD88-INDEPENDIENTE
ASOCIADA AL RECEPTOR TLR4 EN CELULAS MICROGLIALES

La activacion del receptor TLR4 inicia una cascada de sefalizacion
en la que intervienen distintas proteinas adaptadoras. La participacion de
MyD88 y MAL/TIRAP (MyD88-adaptor-like/TIR-associated proteins) se
asocia con la activacion de la ruta de las MAPK y de NFkB. Sin embargo,
para los receptores TLR3 y TLR4 se ha descrito una via adicional en la que
participan las proteinas adaptadoras TRIF (T/IR domain-containing adaptor—
inducing IFN-B) y TRAM (Toll-receptor-associated molecule) (O'Neill and
Bowie, 2007; Takeda et al.,, 2003). Esta via, llamada via MyD88-
independiente, provoca la activacion del factor de transcripcion IRF-3
(interferon regulatory factor) y la expresion de varios genes inducibles por
interferon (Toshchakov et al., 2002).

Para estudiar la posibilidad de que el etanol active esta via de
sefalizacion, se analizd, mediante geles de poliacrilamida nativos, la
formacion del dimero de IRF-3 que provoca su fosforilacion en el C-terminal
y su activacion (Servant et al., 2001). La Figura 28 muestra un aumento en
la formacion del dimero de IRF-3 y de su forma fosforilada tras el
tratamiento con etanol 50 mM durante 3 h. El etanol parece activar la via

MyD88- independiente a tiempos mas largos que la via clasica.
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Figura 28. El etanol activa al factor de transcripcion IRF-3. Las células
microgliales fueron tratadas con etanol 50 mM durante 1 y 3 h y se obtuvieron los
extractos celulares. Los niveles del dimero de IRF-3 y de su forma fosforilada se
analizaron mediante electroforesis utilizando un gel en condiciones nativas seguido
de inmunotransferencia. Se muestra un resultado representativo de 5 experimentos

independientes.

Puesto que la activacion de IRF-3 genera interferon B y éste es
capaz de activar otros factores de transcripcion, tales como IRF-1y STAT-1,
se analizo la activacion de estas proteinas (Jung et al., 2005). La Figura 29
muestra un aumento en los niveles de IRF-1 tras el tratamiento con etanol
50 mM a 1y a 3 h. Por otro lado, también se observé el aumento en la
fosforilaciéon de STAT-1 a estos mismos tiempos, hecho que se relaciona

con la activacion de este factor de transcripcion.

En conjunto, estos resultados sugieren que el etanol es capaz de
activar la via MyD88 independiente a través de IRF-3 y, de esta forma,

podria iniciar la via de sefializacion de STAT-1/IRF-1.
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Figura 29. El etanol induce la activacion de STAT-1/IRF-1. Las células
microgliales fueron tratadas con etanol 50 mM durante distintos tiempos y se
obtuvieron los extractos celulares. Los cambios en el nivel de IRF-1 en funcion del
tiempo se muestran en el panel de superior. El nivel de P-STAT-1 (panel inferior) se
analizé tras una inmunoprecipitacion con STAT-1 y posterior deteccion de serinas
fosforiladas por inmunotransferencia. Como control de carga se valoré la presencia
de GAPDH en los lisados celulares. Se muestra una inmunotransferencia
representativa de un total de 7 experimentos independientes. Los resultados de la
cuantificacion reflejan la media + S.E.M. (*<0.05 respecto al valor del control con un
test de ANOVA de una via).
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4.5. PAPEL DEL TLR4 EN LA ACTIVACION DE LA MICROGLIA
PRODUCIDA POR EL ETANOL

Los resultados obtenidos hasta el momento indicaban que el etanol
actla activando la via de sefalizacion del receptor TLR4, generando la
producciéon de citocinas y mediadores inflamatorios. Ademas, nuestros
resultados con células RAW 264.7, como ya se ha presentado en apartados
anteriores, demostraban que el bloqueo del receptor TLR4 disminuia la
activacion que producia el etanol en COX-2 y en la secrecion de TNF-a
(Figuras 16 y 17.C). Por tanto, para dilucidar la posible implicacion del TLR4
en estos efectos, se utilizaron ratones deficientes en la funcion del receptor
TLR4 mediante la eliminacion de una parte del gen que codifica para los
dominios transmembrana y citoplasmatico. Para confirmar la implicacion de
este receptor en la activacion de la microglia, se han utilizado cultivos
primarios de microglia de ratones deficientes en el receptor TLR4 (TLR4"') y

microglia de ratones con el TLR4 funcional (TLR4").

4.5.1. El etanol activa la via MyD88-dependiente e independiente
a través del TLR4

Con el objetivo de estudiar el papel del receptor TLR4 en la
activacion de las MAPK, los cultivos primarios de microglia procedentes de
los dos tipos de ratones, se estimularon con etanol y se analizé la
fosforilacién de las MAPK. Como control del experimento se utilizé el
tratamiento con LPS. En la Figura 30 se observa como el tratamiento con
distintas dosis de etanol durante 30 min aumenta el nivel de fosforilacion de
ERK1/2, p38 y JNK en la microglia de ratones TLR4"*, como ocurria en el
caso de las células procedentes de rata. Sin embargo, cuando el receptor
TLR4 no es funcional no se observa un aumento en la fosforilacion de estas
quinasas ni con el tratamiento con etanol (10, 50, 100 y 200 mM), ni con el
tratamiento con el LPS 50 ng/ml. Estos resultados apoyan la idea de que el

etanol actua a través del TLR4 en la activacion de las células microgliales.
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Figura 30. El etanol activa a las MAPK a través del receptor TLR4. Las células
de microglia fueron tratadas con distintas dosis de etanol durante 30 min o con LPS
(50 ng/ml) y se analizé la fosforilacion de ERK1/2, p38 y JNK y el nivel de las formas
sin fosforilar de estas quinasas por inmunotransferencia. Se muestra en cada caso
uno de los resultados representativos de un total de 7 experimentos independientes
(microglia TLR4™ parte superior y TLR4™ parte inferior). Los resultados de la
cuantificacion reflejan la media + S.E.M. (* p<0.05 y ** p<0.01 respecto al valor del

control con un test de ANOVA de una via).



106 Resultados

A continuacién, para evaluar el papel del receptor TLR4 en la
activacion por el etanol de la via MyD88-independiente, se analizé la
activacion de IRF-3 y de IRF-1 en microglia procedente de ratones TLR4™*
y TLR4™.
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Figura 31. El etanol activa la ruta MyD88-independiente asociada al receptor
TLR4. Las células microgliales procedentes de ratones TLR4™ y TLR4™ fueron
tratadas con etanol 50 mM durante distintos tiempos. La formacién del dimero de
IRF-3 y su fosforilacion se analizaron utilizando un gel nativo y la cantidad de IRF-1
se evalué por inmunotransferencia. Se muestra uno de los resultados
representativos de un total de 7 experimentos independientes. Los resultados de la
cuantificacion reflejan la media + S.E.M. (*<0.05 y **<0.01 respecto al valor del

control con un test de ANOVA de una via).
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La Figura 31 muestra que en las células de microglia procedente de
ratones TLR4™* se produce un aumento en la formacién del dimero de IRF-
3 y en su fosforilacion tras el tratamiento con etanol 50 mM durante 3 h, asi
como un aumento en los niveles de IRF-1. Por el contrario, en células
procedentes de ratones TLR4™ no se observan cambios. Estos resultados
demuestran que la activacion producida por el etanol de la via MyD88-

dependiente e independiente estd mediada por el receptor TLR4.

4.5.2. El receptor TLR4 esta implicado en el dafno neuronal
producido por la microglia activada por etanol

Para estudiar la relacion entre la funcidén del receptor TLR4 y la
neurotoxicidad asociada con la activacion de la microglia por etanol, se
estimularon cultivos de microglia de ratones TLR4™* y TLR4™ con etanol 50
mM durante 24 y 48 h. A continuacioén, se recogi6 este medio, se afiadio a
un cultivo de neuronas de raton durante 1 dia y la apoptosis se evalu6
mediante citometria de flujo. Como se observa en la Figura 32, el medio de

+/+

microglia procedente de ratones TLR4"" activada con etanol 50 mM durante
48 h provoca un aumento en la apoptosis de las neuronas corticales. Estos
cambios en la supervivencia de las neuronas no se observan cuando el
medio condicionado procede de un cultivo de células deficientes en este
receptor, lo que apoya la idea de la implicacion del receptor TLR4 en la

muerte neuronal producida por la microglia activada por etanol.
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Figura 32. La microglia tratada con etanol induce apoptosis de neuronas
corticales a través del receptor TLR4. Neuronas corticales fueron incubadas
durante 1 dia con medio condicionado de microglia tratada con etanol de ratones
TLR4"" y TLR4™. La poblacion apoptética se determind por citometria de flujo. Los
resultados muestran la media de 7 experimentos diferentes + S.E.M. (* p<0.05

respecto al valor del control con un test de ANOVA de una via).

4.5.3. El etanol no induce la formacién de ligandos endégenos
en la microglia

La microglia puede ser activada por diversos ligandos enddgenos
de los receptores TLR (Gurley et al., 2008; Pais et al., 2008; Pineau and
Lacroix, 2009). Para evaluar si el etanol inducia la secrecion de algun
ligando enddgeno del TLR4 capaz de activar a estos receptores, se obtuvo
el medio de células microgliales de ratones TLR4™ cultivados en ausencia o
en presencia de etanol durante 24 y 48 h y se mantuvo congelado. Estos
de tal

forma que si el etanol estimula la liberacion de ligandos endogenos, al

+/+

medios se anadieron a microglia procedentes de ratones TLR4

afadir el medio sobre estas células, se podrian activar. El experimento se
realizé en presencia y en ausencia de PMSB para poder descartar la posible
estimulacion debido a la presencia de endotoxinas. Para analizar la posible
activacion del TLR4 se midio la fosforilacion de ERK1/2 después de dejar el

medio 30 min y la expresion de iNOS tras 3 h.
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En la Figura 33 observamos que no se detecta ningun cambio
significativo, ni en la fosforilacion de ERK1/2, ni en los niveles de iNOS,
cuando se comparan los datos obtenidos con la incubaciéon del medio de
células sin tratar con el medio de células tratadas con etanol. Esta figura
también muestra que no existen cambios en la expresién de estas proteinas
en presencia o ausencia de PMSB, lo que descarta la contaminaciéon por
endotoxinas en el medio. Estos resultados sugieren que el etanol no es
capaz de inducir la secrecion de ligandos enddégenos que puedan estar

activando a la microglia.
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Figura 33. El tratamiento con etanol no induce la secrecion de ligandos
endogenos en la microglia. Se incubaron células de cultivo primario de microglia
TLR4""* con medio procedente de cultivo de microglia TLR4™ tratado o no con etanol
50 mM en presencia y en ausencia de PMSB (10 pg/ml) durante 24 y 48 h. Se
analizd la activacion de estas células midiendo la fosforilacion de ERK1/2 y la
expresion de INOS por inmunotransferencia. Se presenta un resultado

representativo de 3 experimentos diferentes.

Para comprobar si los ratones TLR4™ respondian a otros ligandos
de los receptores tipo Toll, cultivos primarios de microglia TLR4** y TLR4™
se ftrataron con LTA, ligando del receptor TLR2 y se determind la
fosforilacion de las MAPK. Se observa una activacion de estas proteinas
independientemente de la funcionalidad del receptor TLR4, demostrando la

funcionalidad del TLR2 en ambas cepas de ratones. Por tanto, aunque los
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animales TLR4™ no responde a sus ligandos, otros TLRs si son funcionales,

como demostramos con el receptor TLR2 (Figura 34).

Tratamiento con LTA (h)
C 05 2 C 05 2

ERK 12 S ossuns SSsesma
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p38 ---.—

P-JNK — — N N
INK R R S — —
TLR4 ** TLR4 -
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Figura 34. El tratamiento con LTA estimula a células microgliales TLR4™" y
TLR4™. Las células de microglia TLR4™" y TLR4™ se trataron con LTA (1mg/ml)
durante 30 min y 2 h. Se analiz6 la activacion de estas células midiendo la
fosforilacion de MAPK inmunotransferencia. Se presenta un resultado representativo

de 3 experimentos diferentes.
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4.6. EFECTOS DEL TRATAMIENTO DEL ETANOL IN VIVO
SOBRE LAS CELULAS MICROGLIALES

Hasta este momento se ha demostrado que el tratamiento de etanol
in vitro estimula la cascada de sefializacion asociada al receptor TLR4,
activando las MAPK (Figura 23 y 30), NFkB (Figura 24) y también es capaz
de activar la via MyD88-independiente (Figura 28, 29 y 31). Esta activacion
de la microglia podria ser la responsable de causar la muerte de neuronas
de la corteza cerebral que se observa tras un consumo prolongado de
alcohol (Figura 27 y 32).

Con el objetivo de analizar si el etanol in vivo es capaz de activar a
la microglia a través del receptor TLR4, se inyectaron 3 dosis
intraperitoneales de etanol (4g/kg) a ratones TLR4™" y TLR4" en dias
consecutivos. Al grupo control se le suministré suero salino por la misma
via. La activacién de la microglia se analiz6 en secciones cerebrales
utilizando técnicas de inmunohistoquimica para detectar la expresion de
CD11b. Esta molécula se utiliza como marcador de microglia activada ya
que su expresion es mayor en las células activadas y fagociticas (Sugama
et al., 2007). La Figura 35 muestra unas micrografias representativas de los
resultados obtenidos en las secciones de cerebro de ratones TLR4™*
TLR4”. La administracion de etanol produce un aumento en la

+/+

inmunoreactividad del CD11b en los ratones TLR4™" mientras que este
incremento no se aprecia cuando el etanol se administra a los ratones
TLR4™. El analisis estadistico revela un aumento significativo en el marcaje
de CD11b (% de area marcada positivamente respecto al area total) en los
ratones TLR4™* tratados con etanol cuando se compara con los ratones del

grupo control.



112 Resultados

Control Etanol

o - -

TLR4-/-

N w £
N N N

(incremento respecto comtrol)
-
Il

Marcaje CD11b positivo

i

TLR4+/+ TLR4-/-

o
L

Figura 35. El tratamiento con etanol in vivo activa la microglia. Los ratones
TLR4™ y TLR4™ se trataron con tres dosis de etanol 4 (g/kg) y se analizé la
expresion de CD11b mediante inmunohistoquimica. Se muestra una micrografia
representativa de los resultados obtenidos. Se analizaron 4 ratones de cada grupo y
4 secciones de cada cerebro. Para el analisis estadistico se tomaron 10 campos por
seccién, presentando los resultados como la media + S.E.M. (*<0.05 respecto al
grupo control con un test de ANOVA de una via). Las barras de escala corresponden
a 150 ymy, en las ampliaciones, a 20 ym.
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4.7. EFECTOS DEL ETANOL SOBRE LA ACETILACION DE
HISTONAS: PAPEL DEL RECEPTOR TLRA4.

La transcripcion génica se regula por multiples factores. Uno de
ellos es la modificacion covalente de las histonas. Las histonas son unas
proteinas pequefias altamente conservadas muy basicas que se unen al
DNA para empaquetarlo formando parte de la cromatina. Las histonas H3 y
H4 tienen largas colas N-terminales hacia el exterior del nucleosoma que
son susceptibles de ser modificadas covalentemente. Estas modificaciones
influyen en la expresidon génica, cambian la arquitectura local de la
cromatina y podrian también reclutar otras proteinas que reconozcan
modificaciones especificas de las histonas. Existe una correlacion entre la
acetilacion de histonas y un aumento de transcripcion que parece ser
debido a que, tras acetilarse la histona, se une menos al DNA porque se

produce su descompactacion.

En este estudio hemos visto que el etanol activa diversos factores
de transcripcion como el NFkB, los factores IRF-1, IRF-3 y STAT-1. Por otra
parte, hay trabajos que han relacionado la acetilacién de histonas con un
proceso inflamatorio (lto et al.,, 2002; Rahman, 2002) por lo que nos
planteamos analizar si el etanol es capaz de provocar estas modificaciones
y si es necesaria la funcién del receptor TLR4 en este proceso. Para el
estudio de estas modificaciones, se trataron cultivos primarios de microglia
de rata con etanol 50 mM durante distintos tiempos y se analizé la
acetilacion de las histonas H3 y H4 mediante inmunotransferencia con
anticuerpos que reconocen especificamente las formas acetiladas de esta

proteinas.

La Figura 36 muestra que se produce un aumento en la acetilacion
de las histonas H3 y de H4 a partir de un tratamiento de 30 min,

alcanzandose un maximo para histona H3 a este tiempo y para la histona
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H4 tras 3 h de tratamiento (Figura 36.A). Para determinar la posible
implicacion del TLR4 en estas modificaciones, se utilizaron los cultivos de
microglia procedentes de ratones TLR4™" y TLR4™ (Figura 36.B). En la
figura se observa que Unicamente se produce un incremento en la
acetilacion de las dos histonas cuando el receptor TLR4 es funcional. Estos
resultados apoyan la hipétesis de que el etanol causa un proceso
inflamatorio a través de su interaccion con el receptor TLR4 causando un

efecto similar al producido por el LPS.
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Figura 36. El etanol provoca la acetilacion histonas. Las células microgliales

procedentes de rata (A) y de ratones TLR4™* y TLR4™ (B) fueron tratadas con etanol

50 mM durante distintos tiempos. La acetilacion de las histonas H3 y H4 se analizo

por inmunotransferencia. Se muestra uno de los resultados representativos de un

total de 7 experimentos independientes. Los datos de la cuantificacion reflejan la
media + S.E.M. (*<0.05 y **<0.01 respecto al valor del control con un test de ANOVA

de una via).
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4.8. MECANISMO DE LAS INTERACCIONES DEL ETANOL CON
LOS TLR EN MICROGLIA: PAPEL DE LOS LIPID RAFTS

Nuestros estudios en células RAW 264.7 (Figura 19) demostraban
que el etanol activa la via de sefializacion MyD88-dependiente asociada al
TLR4, promoviendo un reclutamiento de este receptor y de otras proteinas
de la cascada en los microdominios de membrana lipid rafts. Ademas, en
microglia se ha demostrado que el etanol es capaz de activar las vias
MyD88-independiente y MyD88-dependiente asociadas al TLR4, ya que
estas vias no se estimulan por el etanol en microglia de ratones deficientes
en el TLR4. Sin embargo, se desconoce si el etanol activa ambas vias
asociadas a los receptores TLR4 mediante su interaccion con los lipid rafts,

de la misma forma que lo hace en macréfagos o existen otros mecanismos.

4.8.1. Papel de los lipid rafts en la activaciéon de la microglia por
el etanol

Para analizar si los lipid rafts estan implicados en el mecanismo de
activacion del TLR4 por el etanol en microglia, se estudid la posible
translocacién del receptor TLR4 y otras proteinas asociadas a su via de
sefalizacion hacia los estos microdominios. El hecho de trabajar con un
cultivo primario limita la cantidad de proteina de la que se dispone. Por este
motivo, se utilizd cultivo primario de rata y para el aislamiento de lipid rafts
no se usa una centrifugacion en gradiente de densidades, como en el caso
de los macrofagos, sino se empled otra aproximacion experimental basada
en un protocolo descrito en Kim y col. (Kim et al., 2006) para células
microgliales. Esta ultima aproximacion, se basa en tratar las células con
Triton X-100 y ftras centrifugar, se obtienen dos fracciones: una
correspondiente a proteinas solubles a Triton X-100 a 4 °C y otra

correspondiente a proteinas insolubles (lipid rafts).
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Figura 37. El etanol activa a la microglia a través de microdominios resistentes
a detergentes. A) El nivel de varias proteinas se analizé mediante
inmunotransferencia en las fracciones solubles e insolubles a la lisis con Tritén X-
100 0,5% en células microgliales de rata tratadas durante 5, 10, 30 min con etanol
50 mM. Se muestra una de las inmunotransferencias representativas. B)
Cuantificacion de los resultados obtenidos en las fracciones resistentes a la lisis con
Tritdn X-100. Los resultados reflejan la media £+ S.E.M., n=5 (*p<0.05 y **p<0.01
respecto al valor del control con un test de ANOVA de una via).

En ambas fracciones se determiné la presencia de varias proteinas
asociadas o no a los lipid rafts. La Figura 37 muestra los resultados

obtenidos tras un tratamiento con etanol 50 mM de durante 5, 10 y 30 min.
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Se puede observar que las fracciones insolubles estan enriquecidas en
caveolina-1 y flotilina-1, proteinas residentes de lipid rafts, lo que sirve de
control del aislamiento de estos microdominios. Ademas se detecta un
aumento de la cantidad del receptor TLR4 presente en las fracciones
solubles tras 30 min de tratamiento con etanol. Al mismo tiempo se aprecia
un aumento en las proteinas adaptadoras TRAF6 y MyD88 con el
tratamiento con etanol. Estos resultados sugieren que la activacion del
TLR4 por el etanol se produce a través de sus interacciones con los lipid

rafts, tal y como se demostré en los macrofagos.

4.8.2. Implicacion del receptor TLR2 en la activacion de la
microglia por el etanol

Con el objetivo de evaluar la posible implicacion de otros receptores
tipo Toll en la generacion del proceso inflamatorio inducido por el etanol, se
analizaron los efectos del etanol en el receptor TLR2. La activacion de este
receptor se produce también a través de los lipid rafts (Triantafilou et al.,
2006; Triantafilou et al., 2004), por lo que nos planteamos que el etanol
podria afectar a este otro miembro de la familia TLR. Por otra parte, el
estudio de este receptor podria aclarar los efectos que ocasiona el consumo
de alcohol en el SNC, pues el TLR2 se ha relacionado con el dafo neural de
diversas enfermedades degenerativas y con el dafio producido por la
activacion de la microglia (Babcock et al., 2006; Lehnardt et al., 2007).

El TLR2 es un receptor capaz formar heterodimeros con otros
miembros de su familia reconociendo asi distintos ligandos. Su interaccion
con el receptor TLRG le permite reconocer diacil-lipoproteinas o con el TLR1
reconocer triacil-lipoproteinas (Akira, 2003; Takeda and Akira, 2005). Los
resultados obtenidos con esta metodologia tras el tratamiento con etanol 50
mM no son concluyentes. Aunque parece producirse un aumento en la
presencia de este receptor en los lipid rafts, no se ha obtenido un resultado
estadisticamente significativo.
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4.8.3. La activacion de los receptores TLR2 y TLR4 por sus
ligandos promueve una translocacion de los receptores a caveolas

La activacion de los receptores TLR4 y TLR2 por sus ligandos, LPS
y LTA, provoca un movimiento y agrupamiento de estos receptores en los
lipid rafts (Triantafilou et al., 2004). Hay que destacar, que existen varios
tipos de lipid rafts. Se han descrito microdominios de membrana planos,
ricos en flotilina-1 y otro tipo, llamado caveolas, rico en caveolina-1, que se
ha relacionado con procesos de trafico y transporte de proteinas (Le Roy
and Wrana, 2005; Pike, 2003). Inicialmente nos planteamos analizar su
localizacion cuando se estimulan estos dos receptores con sus ligandos.
Para estudiar el papel de estos microdominios en el mecanismo de
activacion de los receptores TLR4 y TLR2 vy debido a la limitacion en el
numero de células cuando se trabaja con cultivo primario, se evalud la
posible colocalizacion del receptor TLR4 y del TLR2 con la flotilina-1 y con
la caveolina-1 utilizando microscopia confocal. Para estos experimentos, las
células de microglia se estimularon con LPS 50 ng/ml o con LTA 1 pg/ml
durante 5, 10 y 30 min y se analiz6 la colocalizacion de estos receptores
con los dos marcadores de lipid rafts. Al estudiar la colocalizacién con la
flotilina-1, no se aprecia un aumento significativo ni con el tratamiento con
LPS ni con LTA. Sin embargo, cuando se analiza la colocalizacién de los
dos receptores con la caveolina-1, observamos que el TLR4 colocaliza con
caveolas tras 30 min de estimulacion con LPS, mientras que en el caso del
TLR2 se observa un aumento significativo a los 5 min (Figura 38). Ademas,
puesto que el TLR2 puede formar heterodimeros con otros miembros de la
familia de los receptores TLR (Takeda and Akira, 2005), evaluamos la
posibilidad de que los receptores TLR4 y el TLR2 pudieran formar
heterodimeros. Sin embargo, ni el tratamiento con LPS, ni con LTA
modificaron significativamente el porcentaje de colocalizacion de estos dos

receptores.
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Figura 38. Los receptores TLR4 y TRL2 se reclutan a caveolas tras el
tratamiento con LPS y LTA. A) La microglia se traté con LPS y LTA 5, 10 y 30 min
y se analizé mediante microscopia confocal la localizacidn de la caveolina-1 y de los
receptores TLR4 y TLR2. Se muestra una micrografia representativa de los 3
cultivos analizados (barra de escala= 10 uym). Los resultados reflejan la media +
S.E.M. (*<0.05 y **<0.01 respecto al valor del control con un test de ANOVA de una

via).

4.8.4. El etanol modifica la localizacion en membrana de los
receptores TLR2 y TLR4

Para determinar si el etanol inducia cambios en la localizacion de
los receptores TLR4 y TLR2 en los microdominios de membrana ricos en

flotilina y en caveolas, similares a los que causan sus ligandos, se analizo la
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colocalizacién del TLR4 y del TLR2 con la flotilina-1 y con la caveolina-1
mediante microscopia confocal. La microglia se estimul6é con etanol 50 mM
durante 5, 10 y 30 min. La expresion de las proteinas se determiné
mediante la cuantificacion de la intensidad de fluorescencia.

La Figura 39 muestra que, tras 5 y 30 min de tratamiento con etanol,
se produce un aumento significativo en la expresion del receptor TLR4. A
pesar de ser tiempos cortos, se ha descrito anteriormente que se producen
incrementos en la intensidad de fluorescencia de dicho receptor y un cambio
en su distribucion en la membrana en macrofagos tras el tratamiento con
LPS desde los 3 min (Dai and Pruett, 2006b). Nuestros resultados también
muestran un aumento en los niveles de caveolina-1 y del TLR2 tras 30 min
de tratamiento. Al analizar la localizacién de estas proteinas, como ocurria
con los tratamientos con LPS y LTA, no se observan cambios en la medida
de la colocalizacion de estos receptores con la flotilina-1. En células sin
estimular, unicamente el 17% +10 de la sefial TLR4 y el 14% 16 del TLR2
colocaliza con la flotilina-1.  El tratamiento con etanol no modifica
significativamente estos valores. En el caso de la colocalizacion con la
caveolina-1, observamos como el receptor TLR4 se mueve rapidamente
hacia estos microdominios (a partir de 5 min) y que el receptor TLR2
también lo hace, aunque a tiempos mas largos, 30 min (Figura 39).

Este figura también muestra como el tratamiento con etanol hace
que aumente el porcentaje de TLR4 que colocaliza con el TLR2. Se ha
descrito que tras la estimulacion de estos dos receptores por sus ligandos
LPS y LTA, se produce un reclutamiento hacia los lipid rafts (Triantafilou et
al., 2004). Los resultados obtenidos sugieren que el etanol, a través de sus
efectos en los lipid rafts, podria promover la aproximacion de ambos

receptores.
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Figura 39. Los receptores TLR4 y TRL2 se reclutan a caveolas tras el
tratamiento con etanol. La microglia se traté con 50 mM de etanol durante 5, 10 y
30 min y se analizd mediante microscopia confocal (A), determinandose la
intensidad de marcaje de TLR4, TLR2 y caveolina-1 (B) y su localizacién (C). Se
muestra una micrografia representativa tras 3 cultivos analizados (barra de escala=
10 ym). Los resultados reflejan la media £ S.E.M. (*<0.05 y **<0.01 respecto al valor

del control con un test de ANOVA de una via).
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4.9. EFECTOS DE DOSIS DE AGUDAS DE ETANOL SOBRE LA
INMUNIDAD INNATA Y  ADQUIRIDA EN MACROFAGOS
PERITONEALES: PAPEL DEL RECEPTOR TLR4

Tras analizar los efectos que ejercen dosis agudas del etanol in vitro
en las células RAW 264.7 y en el cultivo primario de microglia, nos
planteamos analizar los efectos que podria ejercer el tratamiento de etanol
in vivo sobre los macréfagos peritoneales. Los macréfagos desempenan un
papel importante en la induccién y regulacién de la respuesta inmunitaria
innata y adaptativa; actian de células presentadoras de antigenos
captando, procesando y presentando antigenos a los linfocitos T. El
reconocimiento del antigeno por las células T exige que previamente sea
procesado proteoliticamente en el interior de los macrofagos. La respuesta
de los linfocitos T CD4" y CD8", viene dada por el origen de los antigenos
que reconocen, que a su vez, se relaciona con la via por la que estos
antigenos han sido procesados. Los linfocitos T CD4" reconocen antigenos
expuestos en el contexto de las moléculas MHC de clase Il de las células
presentadoras de antigeno que han sido procesados por via exégena en el
sistema endosomal. Los linfocitos citotdxicos CD8" reconocen a los
antigenos que han sido procesados enddégenamente en el citosol de la
célula infectada y presentados en superficie por moléculas MHC de clase |
(Abbas et al., 1995).

La cavidad peritoneal de los ratones se ha utilizado como modelo
para el estudio de procesos inflamatorios asociados con la activacion de
macrofagos (Pruett et al., 2004a; Pruett et al., 2004b). Por este motivo nos
planteamos estudiar los efectos del etanol y el papel del receptor TLR4 en

macrofagos peritoneales procedentes de ratones TLR4™* y TLR4 *.
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4.9.1. El etanol induce un incremento en la produccién de TNF-
a, NO e IL-10 en la cavidad peritoneal a través del TLR4.

Para analizar el efecto del etanol sobre la posible estimulacion de
los macrofagos peritoneales, se administr6 una dosis de etanol (4g/kg),
mediante una inyeccion intraperitoneal. Posteriormente se recogié el lavado
peritoneal a diferentes tiempos tras la administracion del etanol y se
determind la produccion de nitritos, TNF-a e IL-10.

En la Figura 40 se observa como el etanol es capaz de inducir una
respuesta inflamatoria en macréfagos peritoneales de ratones TLR4™". En
esta figura se observa que los niveles de TNF-a aumentan
significativamente a las 7 h de la administracién de etanol y se mantienen
elevados durante 3 dias, mientras que los niveles de NO alcanzan un valor
maximo a las 24 h de tratamiento y disminuyen posteriormente. Los valores
de ambos efectores en lavado peritoneal se normalizan tras 6 dias de
tratamiento. Cuando se administra intraperitonealmente etanol a la misma
dosis a ratones deficientes en la funcion para el receptor TLR4 (TLR4"') no
se aprecian cambios significativos en los niveles de NO ni de TNF-a en el
lavado peritoneal obtenido tras los diferentes tiempos de la administracion
del etanol, sugiriendo que el etanol activa a los macréfagos peritoneales a
través del receptor TLR4 para generar estos mediadores inflamatorios.

Por otra parte, la figura 40 muestra que al igual que ocurre con las
células RAW 264.7, el tratamiento de etanol aumenta los niveles de IL-10 24
horas después de la administracion del etanol a ratones TLR4™. Sin
embargo, no se aprecian cambios significativos en los niveles de esta
citocina anti-inflamatoria en ratones TLR4™". Estos resultados indican que el
alcohol es capaz de producir citocinas inflamatorias y anti-inflamatorias a

través de la activacion de los receptores TLR4.
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Figura 40. Medida de los niveles de TNF-a, nitritos e IL-10 en el lavado

+/+

peritoneal tras el tratamiento con etanol. Ratones TLR4™" y TLR4" se trataron
con una dosis intraperitoneal del etanol (4 g/kg). Posteriormente alas 7hy 1,3y 6
dias de la administracion de etanol, se recogio el lavado peritoneal y se determiné el
nivel de TNF-a mediante ELISA y de nitritos mediante la reaccién de Griess. Los
resultados se presentan como la media + S.E.M. de un total de 10 experimentos

(*<0.05 y **<0.01 respecto al grupo control con un test de ANOVA de una via).



128 Resultados

49.2. Estudio de la expresion de moléculas MHC tras el
tratamiento con etanol en macréfagos peritoneales

Como ya se ha comentado, una de las funciones de los macréfagos
es actuar como célula presentadora de antigenos. Al iniciarse una respuesta
inmunitaria innata y aumentar el nivel de citocinas, éstas son capaces de
modular la expresion de moléculas de clase | y de clase |l del MHC, ademas
de otras moléculas coestimuladoras en los macréfagos (Duque Correa and
Rojas Lépez, 2007). La activacién del linfocito T necesita dos sefales de la
célula presentadora de antigenos, la molécula de MHC con el péptido
procesado (que se unira al TCR del linfocito) y las moléculas
coestimuladoras. La sefal coestimuladora mas importante es la formada por
la familia B7, B7-1, también llamada CD80 y B7-2 6 CD86 que interaccionan
con CD28 del linfocito T (Lenschow et al., 1996).

Algunos estudios indican que los receptores tipo Toll no sélo
participan en la respuesta inmunitaria innata contra las infecciones
microbianas, sino que también coordinan y actuan como control en la
inmunidad adaptativa (Iwasaki and Medzhitov, 2004). Por tanto con el objeto
de analizar un posible papel del receptor TLR4 en la respuesta adaptativa
en macroéfagos peritoneales, ratones control (TLR4”+) y deficientes en este
receptor (TLR4"') se trataron con el LPS (500 ug por raton). Esta dosis de
LPS se ha empleado en otros trabajos anteriores para la estimulacién de
macrofagos mediante inyeccion intraperitoneal (Dai and Pruett, 2006a). Tres
dias después de la administracién de LPS, los macréfagos peritoneales se
aislaron y se analizo la expresion de la moléculas MHC de clase | y Il y de
las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86. Los resultados obtenidos se
relativizaron respecto a la poblacion F4/80 positiva, que se utilizé como

marcador de macréfagos.



Resultados 129

BN TLR4 **
I TLR4

% nimero células positivas
(incremento respecto control)

CD-80 CD-86 MHCIlI  MHC-I

N
o

-
[¢;]

Intensidad de fluorescencia
(incremento respecto control)
o -
o o

o
o

CD-80 CD-86 MHC-II MHC-I

Figura 41. Efectos del tratamiento con el LPS en las moléculas MHC-I, MHC-ll y

+/+

coestimuladoras. Ratones TLR4™" y TLR4" se trataron con una dosis de LPS de

500 pg/ratdén. Tres dias después del tratamiento, se aislaron los macréfagos
peritoneales y se determinaron los niveles de MHC-I, MHC-Il, CD80 y CD86 por
citometria de flujo. Los resultados se presentan como la media + S.E.M. de un total
de 12 experimentos (*<0.05 y **<0.01 respecto al grupo control con un test de
ANOVA de una via).

La Figura 41 muestra que el tratamiento con LPS aumenta
significativamente el nimero de células que expresan CD80, MHC-I y MHC-
Il e incrementa la expresion de MHC-I. Por el contrario y como se esperaba,
no se observaron cambios significativos en los anteriores parametros tras el

tratamiento con el LPS en los macréfagos procedentes de ratones TLR4™,

Estudios previos han demostrado que el consumo de etanol modula
la respuesta de las células presentadoras de antigenos. Estos efectos

varian en funcién de la dosis y del tipo celular (Lau et al., 2009). Con el
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objetivo de estudiar los efectos del etanol en la expresion de estas
moléculas en macrofagos peritoneales y el papel de los receptores TLR4 en
la respuesta adaptativa, ratones TLR4 +’+ y TLR4 " se trataron con una
dosis de etanol de 4 g/kg. Posteriormente se procedié al aislamiento de los
macrofagos peritoneales tras 1, 3, 6 y 10 dias del tratamiento y se analiz
por citometria de flujo la expresion de las moléculas de clase | y Il del MHC
y moléculas coestimuladoras de las células F4/80 positivas (marcador de
macrofagos). La Figura 42.A muestra que el tratamiento con etanol
incrementa el numero de células que expresan las moléculas de la clase | y
Il del MHC tras 1 y 6 dias de la estimulacién con etanol, asi como un
aumento en su expresion. Al mismo tiempo, mientras que los niveles de
CD80 no sufrieron cambios en su expresion, los niveles de CD86
disminuyeron significativamente a las 24 y 72 horas del tratamiento con
etanol. Por el contrario, los macréfagos procedentes de ratones TLR4™
mostraron un comportamiento diferente ya que no se observaron cambios
significativos en los niveles de expresion de las moléculas de la clase | y Il

del MHC y ni de las moléculas co-estimuladoras (Figura 42.B).
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Figura 42. Efectos del tratamiento con etanol en las moléculas MHC-I, MHC-Il y

coestimuladoras. Los ratones se trataron con una dosis de etanol 4 g/kg al 25%. Se

aislaron los macrdéfagos sin tratar (0), y después de 1, 3, 6 y 10 dias. Se determin¢ el

porcentaje de células que presentan MHC-I, MHC-Il, CD80 y CD86 y su intensidad

en ratones TLR4™* (A) y TLR4™ (B) por citometria de flujo. Los resultados se

presentan como la media + S.E.M. de un total de 12 individuos por grupo (*<0.05 y

**<0.01 respecto al grupo control con un test de ANOVA de una via).
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4.9.3. El etanol modula la asociacién de las moléculas de clase |
y Il del MHC con los lipid rafts

Los microdominios de membrana lipid rafts se han relacionado con
el proceso de internalizacién de diversos patégenos (Manes et al., 2003). Se
ha descrito la localizaciéon de las moléculas de MHC de clase Il en estos
microdominios de membrana y de esta forma se facilitaria la concentracion
del complejo MHC ll-péptido y la presentacion antigénica. Sin embargo,
hasta el momento no se dispone de muchos datos de las interacciones
entre las moléculas MHC- y los rafts (Hiltbold et al., 2003).

Puesto que la caveolina-1 se ha relacionado con procesos de
endocitosis en muchos tipos celulares eucariotas {Pelkmans, 2004 #208), se
ha estudiado la posible asociacion de las moléculas MHC-I y MHC-II con la
caveolina-1 en macrofagos de ratones tratados y no tratados con etanol.
Para ello se administré una dosis de etanol y se aislaron los macréfagos 1y
3 dias después. Las células se sembraron sobre cristales y se analizo la
localizaciéon de las moléculas MHC mediante microscopia confocal. La
Figura 43.A muestra como 24 horas después del tratamiento con etanol se
produce un incremento en la expresion de la caveolina-1, asi como un
incremento en la expresion de las moléculas MHC de clase | y ll alas 24 y
72 horas del tratamiento. Al realizar el mismo experimento con macréfagos
procedentes de ratones deficientes en TLR4, no se observaron cambios
significativos en la expresién de estas proteinas tras el tratamiento con
etanol (Figura 43.B). Estos resultados confirman los datos obtenidos
mediante citometria de flujo (Figura 42).

Las acciones del etanol se han relacionado con su capacidad de
interaccionar con lipidos. Nuestros resultados han mostrado cémo este
agente actua a través de los lipid rafts tanto en las células RAW 264.7 como
en las de microglia. Por tanto, es posible sugerir que los efectos del etanol
en las moléculas de MHC en macrofagos podrian ser debidos o0 a su accion
directa sobre los lipid rafts o a través de los efectos del etanol sobre

activacion del receptor TLR4. Para discernir entre estas dos posibilidades, lo
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primero que analizamos fue evaluar si el etanol era capaz de inducir la
asociacion de las moléculas MHC | y Il con los lipid rafts. Esta posibilidad se
abordd mediante microscopia confocal analizando el marcaje de las
moléculas MHC-I, MHC-Il y su colocalizacion con la flotilina-1 y caveolina-1.
Al estudiar la colocalizacion con el marcador de lipid rafts flotilina-1, no se
escuentran cambios siginificativos entre las células procedentes del grupo
control y tratado. La Figura 43.D muestra los resultados obtenidos al
analizar la asociacion de estas moléculas con caveolina.1. En los
macrofagos de ratones no tratados, el 45% de las moléculas MHC de clase |
y el 64% de las moléculas MHC de clase Il colocalizan con la caveolina-1.
Estos porcentajes disminuyen en el caso de macrofagos procedentes de
ratones TLR4™". Igualmente, la Figura 43.C muestra que, tras 24 horas del
tratamiento con etanol aumenta la colocalizacion de las moléculas MHC de
clase | con la caveolina-1, mientras que 3 dias tras la inyeccion de etanol se
observa un incremento significativo en la colocalizacion de las moléculas
MHC de clase | y Il con este marcador de lipid rafts. Sorprendentemente, en
los macrofagos procedentes de ratones TLR4" no se observaron
variaciones en las colocalizaciones de MHC | y Il con la caveolina-1. Estos
resultados parecen indicar que el TLR4 esta participando/modulando en el
efecto del etanol sobre la expresion del MCH | y Il y su asociacion con

caveolas.
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Figura 43. El receptor TLR4 participa en el reclutamiento hacia caveolas de las
moléculas MHC-l y MHC-II. Ratones TLR4 a (A)y TLR4 * (B) se trataron con una
dosis de etanol 4 g/kg al 25%. Los macrofagos peritoneales se aislaron y se analizo
mediante microscopia confocal la intensidad del marcaje de las moléculas MHC-I,
MHC-Il y caveolina-1 (C) y su colocalizacion (D). Se muestra una micrografia
representativa tras realizar 5 experimentos. Los resultados se representan como la
media + S.E.M. (*<0.05 y **<0.01 respecto al valor del grupo control con un test de

ANOVA de una via). La barra de escala equivale a 10 ym.
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4.10. EFECTOS DEL CONSUMO CRONICO DE ETANOL SOBRE
LAS MOLECULAS MHC-1 Y MHC-Il EN MACROFAGOS PERITONEALES:
PAPEL DEL RECEPTOR TLR4

Como modelo de alcoholizaciéon cronica hemos utilizado ratones
alcoholizados 5 meses con etanol al 10% en la bebida. La administracién de
etanol a los animales se realizd de forma progresiva, empleando
concentraciones crecientes, 2, 4, 6, 8 y, finalmente, 10%. Con el objetivo de
analizar el efecto del consumo croénico sobre las moléculas MHC-I y MHC-II
y la posible implicacion del receptor TLR4, se aislaron macréfagos
peritoneales de ratones TLR4™* y TLR4™, controles y alcoholizados durante
5 meses y se determin el porcentaje de células F4/80" que expresan estas

moléculas y su intensidad (Figura 44).

No se observan cambios significativos en los niveles de las
moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 con el tratamiento crénico de
etanol, pero si se observa un descenso en el niumero de células que
expresan MHC-1 y MHC-Il y de la expresién total de MHC-I por célula, al
comparar con los resultados obtenidos en los ratones del grupo control. En
ratones deficientes en el receptor TLR4 no se observan cambios en estos
niveles. Estos resultados apoyan la idea de que el consumo cronico de
etanol, a través de sus efectos en el sistema inmunitario, aumenta el riesgo
a padecer infecciones {Szabo, 2009 #138} y en estos efectos parece estar

implicado el receptor TLR4.
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Figura 44. Efectos del consumo cronico de etanol en las moléculas MHC-l y
MHC-II. El porcentaje de poblacion positiva para MHC-1 y MHC-II se determin6 en
macrofagos peritoneales, asi como la intensidad de la sefial por citometria de flujo
de ratones TLR4""" controles y alcoholizados y TLR4" controles y alcoholizados. Los
resultados se presentan como la media + S.E.M. de un total de 8 experimentos
(*<0.05 y **<0.01 respecto al grupo control con un test de ANOVA de una via).

Los efectos del etanol sobre el sistema inmunitario dependen de
varios factores como la dosis y del tiempo de tratamiento. Nuestros
resultados indican que mientras que una dosis de etanol via intraperitoneal
incrementa los niveles de expresion y en el numero de células que expresan

+/+

MHC-I y MHC-II en macréfagos procedentes de ratones TLR4 (Figura
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42), el consumo cronico durante 5 semanas causa un descenso en la
expresion de MHC-I y en el ndmero de células que expresan MHC-l y MHC-
Il en estos mismos ratones (Figura 44). Es por ello por lo que analizamos
los efectos de consumo crénico en la expresion de las moléculas MHC tras
cortos periodos de tiempo de consumo de alcohol, como fueron 2 y 4
semanas. Los resultados demostran que tratamientos cronicos cortos no
alteran la expresion de las moléculas MHC tanto en los ratones TLR4™
como en los TLR4™ (Figura 45), resultados que sugieren procesos

adaptativos.
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Figura 45. Efectos de distintos tiempos de consumo de etanol en las moléculas
MHC-l y MHC-Il. Se determiné en macréfagos peritoneales de ratones TLR4™ y
TLR4™ tratados con etanol intraperitonealmente (1 dosis) o en la bebida al 10%
durante 2, 4 semanas o 5 meses, el porcentaje de poblacion positiva para MHC-1 y
MHC-II, asi como la intensidad de la sefial por citometria de flujo. Los resultados se
presentan como la media + S.E.M. de un total de 5-12 experimentos (*<0.05 y

**<0.01 respecto al grupo control con un test de ANOVA de una via)
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5. DISCUSION
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5.1. EL ETANOL MODULA LA RESPUESTA INMUNITARIA DE
LOS MACROFAGOS

5.1.1. Acciones del etanol sobre la respuesta inmunitaria innata

Los macréfagos desempenan un papel esencial en la respuesta
inmunitaria y en la defensa frente a las infecciones. Uno de los mecanismos
utilizados por los macréfagos para combatir microorganismos patégenos
invasores es a través de la activacion de los receptores TLR. La
estimulacion de estos receptores inicia una respuesta inmunitaria innata que
provoca la induccién de genes de respuesta rapida que codifican para
citocinas y mediadores inflamatorios que son esenciales para la eliminacion
de la infecciéon. A pesar de ello, dependiendo de la intensidad y de la
duracién de esta respuesta, un aumento exacerbado de citocinas y
mediadores inflamatorios puede producir una situacion patoldgica, tal y
como ocurre en ciertas enfermedades inflamatorias crénicas (Szabo et al.,
2007), lo que hace que el sistema este finamente regulado (Akira and
Takeda, 2004b).

Numerosos trabajos han demostrado que el consumo de alcohol
suprime la respuesta del sistema inmunitario innato e incrementa el riesgo
de padecer infecciones (Boe et al., 2003; Goral and Kovacs, 2005; Quinton
et al., 2005; Szabo, 1999; Szabo and Mandrekar, 2009). De hecho, el
tratamiento agudo de alcohol disminuye la activacion de la via de
sefializacion de los receptores TLR en macréfagos humanos y de raton,
suprimiendo la activacién de p38, ERK, NF-kB e inhibiendo la produccion de
citocinas (Goral and Kovacs, 2005; Mandrekar et al., 2002; Pruett et al.,
2004c). El etanol también inhibe la activacion de los receptores TLR4 vy
TLR3, afectando a los mecanismos de defensa de los macrofagos frente a
diversos microorganismos (Dai et al., 2005; Pruett et al., 2004a). Sin
embargo, algunas evidencias indican que el consumo cronico de alcohol
genera un proceso inflamatorio en el higado, que se asocia con un aumento

de citocinas proinflamatorias en plasma (Auguet et al., 2008; Khoruts et al.,
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1991), contribuyendo a la patogénesis de la hepatopatia alcohdlica
(Gonzalez-Quintela et al., 2007).

Algunos autores han sugerido que el receptor TLR4 desempefia un
papel esencial en el proceso inflamatorio y en el dafio que induce el alcohol
en el higado (Mandrekar and Szabo, 2009; Uesugi et al., 2001), ya que la
carencia de este receptor elimina sus efectos dafiinos en este drgano.
Ademas, el consumo crénico aumenta la expresion de los receptores TLR4
en las células de Kupffer (Zuo et al., 2003), asi como los niveles de RNA
mensajero de practicamente todos los miembros de esta familia (TLR 1, 2,
4,6, 7,8y 9) (Gustot et al., 2006). De acuerdo con estos hallazgos, datos
de nuestro laboratorio demuestran que el consumo prolongado de alcohol
en la rata aumenta los niveles de citocinas plasmaticas e induce procesos
inflamatorios en higado y en cerebro, activando la respuesta innata
inmunitario y las cascadas de sefializacion asociadas a la activacién de los
receptores TLR4 /IL-1RI (Valles et al., 2003; Valles et al., 2004).

En resumen, los datos de los que se dispone hasta el momento
parecen indicar que el etanol, puede inhibir o promover la respuesta innata
inmunitario iniciando un proceso inflamatorio. Con el objeto de clarificar esta
controversia y analizar los mecanismos moduladores del etanol sobre el
sistema inmunitario innato, en este trabajo hemos utilizado varias
aproximaciones experimentales, incluyendo la utilizacién de macréfagos de
ratbn RAW 264.7 y macréfagos peritoneales tratados con dosis agudas y

cronicas de etanol.

Resultados previos de otros laboratorios habian demostrado que el
etanol inhibe la activacion del receptor TLR4 producida por el LPS (Dai and
Pruett, 2006b; Dai et al., 2005; Goral and Kovacs, 2005), e incluso inhibe la
activacion de los receptores TLR2, TLR3 o TLR9 producida por sus
agonistas especificos (Goral and Kovacs, 2005; Pruett et al., 2004a). De
acuerdo con estos datos, nuestros resultados demuestran que el etanol es

capaz de mitigar la respuesta generada por el LPS, reduciendo la



Discusion 147

produccién de TNF-a y disminuyendo la translocacion al nucleo de NF-xB
en las células RAW 264.7. Sin embargo, nuestros resultados también
demuestran que el etanol, a bajas dosis y en ausencia de otros ligandos de
los receptores TLR, es capaz de inducir un cambio morfolégico de los
macréfagos caracteristico de la activacion de este tipo celular. Estas
alteraciones en la morfologia asociada a un estado activado se relacionan
con un aumento en la liberacion de mediadores inflamatorios. De hecho,
demostramos que, mientras altas concentraciones de etanol no son
capaces de estimular a los macrofagos y como consecuencia liberar
citocinas al medio, concentraciones bajas o0 moderadas de etanol (10 mM y
50 mM) estimulan la produccién de TNF-a, IL-1B, IL-10 y NO, aumentan la
expresion de iINOS y COX-2 y activan las cascadas de sefalizacion
asociadas al receptor TLR4, a través de las vias de las MAPK y de NF-kB.
Asi, tras una estimulacion con dosis moderadas de etanol observamos una
rapida fosforilacion de las quinasas ERK, JNK y p38 a los 10 min , asi como
una translocacién al nucleo de la subunidad de NF-kB p65 a los 30 min.
Estos resultados apoyan la idea de que el etanol, a concentraciones
moderadas, es capaz de activar al receptor TLR4. En linea con esta
hipétesis, el bloqueo del receptor TLR4 con un anticuerpo especifico,
reduce significativamente la produccion de TNF-a inducida tanto por el
etanol como por LPS (ligando especifico de este receptor). Igualmente,
nuestros resultados in vivo indican que una dosis de etanol induce una
estimulacion de los macrofagos peritoneales aumentando la produccion de
TNF-a y de NO en la cavidad peritoneal de ratones con TLR4™, pero esta
estimulacion no se observa en animales TLR4™, apoyando la idea de la
participacion de los receptores TLR4 en estos efectos.

En resumen, nuestros resultados podrian explicar las diferentes
acciones que se han descrito para el etanol en la respuesta inmunitaria
innata en macréfagos. A dosis bajas o moderadas, el etanol inicia un
proceso inflamatorio a través de la activacion de la via de sefalizacion
asociada al receptor TLR4, mientras que dosis elevadas no son capaces de

estimular esta cascada e incluso pueden bloquear su respuesta. Nuestros
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datos también demuestran que el etanol suprime la activacion producida por
otros ligandos propios del receptor, lo que explicaria el mayor riesgo a
padecer infecciones observado en alcohdlicos (Szabo, 1999).

Referente a los posibles efectos del consumo crénico de alcohol en
la inmunidad innata, no observamos cambios significativos en los niveles de
TNF-a, NO ni de IL-10 en el lavado peritoneal de ratones sometidos a un
consumo crénico de alcohol (10 % de alcohol en el agua de bebida) durante
5 meses (datos no mostrados), sugiriendo que durante el tratamiento
prolongado se producen cambios adaptativos en la respuesta inmunitaria
innata. De acuerdo con nuestros resultados, otros autores tampoco
observan cambios en los niveles de IL-6, TNF-q, IL-12 e IL-10 en el lavado
peritoneal de ratones con un consumo del 20% de etanol en el agua de
bebida durante 4 semanas, mientras que tras un tratamiento agudo, los
mismos autores si observan un aumento en los niveles de estas citocinas
en la cavidad peritoneal (Dai and Pruett, 2006a). Estos resultados sugieren
que, al contrario de lo que ocurre con dosis agudas de etanol, el consumo
cronico no parece activar la inmunidad innata en macréfagos peritoneales.

Aunque los mecanismos de adaptacion de la respuesta inmunitaria
innata se desconocen, es probable que en estos efectos estén involucrados
adaptaciones en los microdominios de membrana, lipid rafts. Como
comentaremos mas adelante (apartado 5.4 de la discusion), estos
microdominios de membrana ricos en colesterol y esfingolipidos juegan un
papel esencial en la activacion de los receptores TLR4 por el etanol
(Triantafilou and Triantafilou, 2005). Concentraciones bajas de etanol, de
forma aguda, podrian activar la inmunidad innata a través de la interaccién
del receptor TLR4 con los microdominios lipid rafts, mientras que el
consumo prolongado puede causar adaptaciones en la composicion lipidica
de la membrana aumentando su rigidez (Peters and Preedy, 1998), podria
afectar a la activacion y reclutamiento de este receptor (Ver revision de
Blanco and Guerri, 2007), lo que explicaria la ausencia de los efectos del

etanol sobre la respuesta inmunitaria innata.
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5.1.2. Acciones del etanol sobre la respuesta adaptativa

Los receptores tipo Toll participan de la respuesta inmunitaria
innata. Sin embargo algunas evidencias indican su papel en el inicio y
regulacién de la respuesta adaptativa.

Las células presentadoras de antigenos, como macréfagos,
procesan los antigenos y los presentan a través de las moléculas MHC a los
linfocitos. Para una eficiente y adecuada respuesta inmunitaria adaptativa
es necesario que exista una deteccion efectiva del patégeno y la
presentacion de los antigenos en la superficie celular. Por ejemplo, niveles
bajos o inapropiados de citocinas pro-inflamatorias pueden evitar el
reclutamiento linfocitario en el lugar en donde se produce la invasion
microbiana (Goral et al., 2008).

Como se comentd anteriormente, el etanol es un supresor del
sistema inmunitario. Sin embargo, nuestros resultados demuestran que este
compuesto es capaz de generar un proceso inflamatorio. Es por ello por lo
que nos planteamos el estudio de los efectos del etanol sobre algunas
moléculas que participan en la inmunidad adquirida, analizando la
capacidad de presentacion antigénica de los macréfagos de ratones TLR4™
y TLR4™. Nuestros resultados demuestran que el etanol actua de forma
similar al LPS, aumentando el numero de células que expresan las

+/+

moléculas MHC de clase | y de clase Il en los ratones TLR4
/-

, mientras que
estos efectos no se producen en los ratones TLR4". Estos resultados
sugieren que el etanol no sélo activa a los macréfagos a través de este
receptor, sino que este receptor podria jugar un papel fundamental en los
efectos que el alcohol ejerce sobre la inmunidad adaptativa.

Trabajos anteriores realizados en monocitos de humanos o de ratéon
tratados con etanol in vitro, demuestran que dosis agudas de etanol en
presencia de superantigenos disminuyen la presentacién antigénica y la
proliferacion de linfocitos T (Szabo et al., 2004; Szabo et al., 1995). Aunque
estos datos parecen contradecir nuestros resultados, hay que destacar que

los niveles de las moléculas de MHC no se analizaron en los monocitos
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humanos y el uso de superantigenos puede modificar los resultados

encontrados.

Nuestros resultados también indican que el tratamiento con LPS o
con etanol modula de forma diferente la expresion de las moléculas
coestimuladoras CD80 y CD86. Asi, mientras el LPS provoca el aumento
Unicamente del numero de células que expresan CD80 en ratones TLR4™,
el etanol produce un descenso significativo en la intensidad de fluorescencia
del CD86 en estos mismos ratones. Sin embargo, el tratamiento tanto con
LPS como con etanol no ocasionan cambios significativos en la expresion
de estas moléculas en los macréfagos procedentes de ratones TLR4™,
datos que podrian estar relacionados con el hecho de que CD80 y CD86
aumentan su expresion al estimular este receptor (Arimilli et al., 2007).

La regulacion de CD80 y CD86 es compleja y depende de diversos
factores. Por ejemplo, la interaccion con el receptor de células B o la unién
de CD40/CD40L aumentan la expresion de ambas. Asi mismo, ciertas
citocinas regulan la expresién de estas moléculas. Por ejemplo, la IL-4
ejerce un papel inductor del CD86 y en menor medida de CD80, la IL-10
bloquea su expresion, mientras que las acciones del IFNy dependen del tipo
celular (Lenschow et al., 1996). Nuestros resultados muestran un descenso
en la expresion del CD86 en macrofagos procedentes de ratones tratados
con etanol. Este descenso podria estar relacionado con un aumento de la
citocina anti-inflamatoria IL-10 en la cavidad peritoneal, ya que otros
trabajos han demostrado que el etanol reduce la expresion de CD40, CD80
y CD86 en células dendriticas, y estos descensos han sido relacionados
con incrementos en la secrecion de IL-10 (Lau et al., 2006).

Por otra parte, se ha sugerido que mientras el CD86 podria actuar
en el inicio de la respuesta inmunitaria, el CD80 amplificaria y regularia
dicha respuesta (Najafian and Khoury, 2003). Por tanto, es posible
proponer que, aunque el etanol aumente la expresién de las moléculas
MHC-1 y Il, la regulacién negativa producida en CD86 seria la causante de

que estos macréfagos no fueran capaces de activar a los linfocitos T y
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producir su proliferacién, tal y como se ha sugerido en algunos trabajos
(Szabo et al., 2004) (Lau et al., 2006).

Los efectos del etanol sobre el sistema inmunitario son complejos y
parecen depender, entre varios factores, de la dosis administrada, patron de
consumo y posible dafo hepatico (Goral et al., 2008). De hecho, nuestros
resultados demuestran que, mientras que el tratamiento agudo de etanol
activa la inmunidad innata y la adquirida, como se demuestra por el
aumento en los niveles de las moléculas MHC-I y I, el consumo crénico no
parece afectar a la inmunidad innata en los macréfagos peritoneales, pero si
modula la immunidad adquirida. Hemos observado que el consumo de
etanol al 10% en la bebida durante 2 y 4 semanas, no afecta los niveles de
expresion de las moléculas MHC-I y II, pero el consumo prolongado de 5
meses disminuye significativamente la expresion de estas moléculas. Esta
disminucion en la respuesta adaptativa posiblemente esté relacionada con
la presencia de dafio hepatico en los animales. De hecho, en pacientes con
consumo cronico de etanol, pero sin hepatopatia alcohdlica severa, no se
producen cambios en los niveles de linfocitos en sangre periférica, ni en los
niveles de células B, a pesar de tener elevado el nivel de inmunoglobulinas
en suero. Sin embargo, en alcohdlicos con hepatopatia alcohdlica, se
observa linfopenia y un descenso en el numero de células B (Cook, 1998;
Cook et al.,, 1996). El mismo fendmeno ocurre cuando se analizan las
células NK. En pacientes con abuso de alcohol, pero sin hepatopatia
alcohdlica la actividad y el numero de las células NK es normal, mientras
que en alcohdlicos con esta patologia, se producen reducciones en el
numero de células NK y existe una pérdida de su actividad (Cook et al.,
1997). Igualmente, el consumo cronico de alcohol también induce un
descenso en la capacidad aloestimuladora de células dendriticas
procedentes de pacientes con hepatitis C. Este efecto se ha asociado con
un aumento en los niveles de la citocina anti-inflamatoria IL-10, reduccién en
los niveles de las citocinas IL-12 e IL-2 y de la proliferacion de linfocitos T

(Dolganiuc et al., 2003; Szabo et al.,, 2004). Esta disminucion en la



152 Discusion

proliferacion y respuesta de los linfocitos T podria ser explicada por la
reduccion en la expresion de las moléculas MHC de clase | y Il en los
macroéfagos de animales alcohdlicos de 5 meses observada en este trabajo.

Algunos trabajos experimentales no encuentran cambios
significativos en la inmunidad adaptativa tras un consumo crénico de etanol.
Asi, el tratamiento de etanol (20% en el agua de bebida) durante 8 a 32
semanas en ratones C56BL/6, no causa cambios en los niveles de
inmunoglobulinas en suero, excepto un aumento en IgE (Cook et al., 2007).
Aumentos en los niveles de IgE se han relacionado con procesos
autoinmunes en alcohdlicos, tal y como se ha demostrado por la presencia
de auto-anticuerpos circulantes contra linfocitos, DNA, lipoproteinas séricas
y varias proteinas hepaticas (Vidali et al., 2008).

Finalmente, ciertos trabajos indican que el consumo crénico de
etanol pueden potenciar la inmunidad adaptativa (ver rev Lau et al., 2006).
Se han descrito aumentos en los niveles de inmunoglobulinas en suero de
alcohdlicos (Gonzalez-Quintela et al., 2008) y en suero de ratones
alcoholizados (Cook et al., 2007) asi como en la activacion de linfocitos T
tanto en modelos animales (Cook et al., 2004; Song et al., 2002) como en
humanos (Cook et al., 1995). Sin embargo, un aumento en la inmunidad
adaptativa en alcohdlicos no explicaria las diferentes evidencias clinicas que
indican que el consumo de alcohol aumenta el riesgo a padecer infecciones
y potencia los dafios que éstas ocasionan (Szabo, 1999). En animales
experimentales también se ha demostrado que la administracién de alcohol
de forma crénica aumenta la morbilidad, mortalidad y el dafio tisular
causado por una infeccion del virus de la influenza de raton y estos efectos
parecen estar asociados a una disminucién de los linfocitos T CD8" y a una
disminucién en la liberacion de IFN-y (Meyerholz et al.,, 2008). Este
descenso en la secrecion de IFN-y, también se ha observado en cultivos
mixtos de linfocitos T con células dendriticas procedentes de ratones
alcoholizados y estimulados con ovoalbumina (Heinz and Waltenbaugh,

2007), sugiriendo una disminucion en la eficiencia con la que la célula
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presentadora de antigenos activa a estos linfocitos o una reduccion en la

proliferacion de estas células (Lau et al., 2006).

De todos estos datos de la literatura se podria concluir que los
mecanismos por los que el etanol modula la respuesta innata y adaptativa
son complejos, por lo que es dificil establecer una relaciéon causa-efecto
entre ellos. Nuestros resultados demuestran el papel de los receptores
TLR4 en la activacion que induce el etanol sobre la inmunidad innata y
adquirida tras el tratamiento agudo, e indican que aunque el consumo
crénico no parece afectar a la inmunidad innata en los macrofagos

peritoneales, si modula la respuesta adquirida.
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5.2. EL ETANOL ACTIVA A LA MICROGLIA Y CAUSA
APOPTOSIS DE LAS NEURONAS

La microglia es la principal célula efectora inmune en el sistema
nervioso central. Son células pequefas con prolongaciones cortas e
irregulares que tienen capacidad fagocitaria. Se originan a partir de
precursores de la médula ésea y alcanzan el sistema nervioso a través de la
sangre representando el sistema mononuclear fagocitico en el sistema
nervioso. Al igual que los macréfagos, estas células tienen la capacidad de
activarse rapidamente ante cualquier patégeno bacteriano o viral, iniciando
un proceso de secrecion de compuestos neurotdxicos, como especies
reactivas de oxigeno, 6xido nitrico o citocinas inflamatorias, que pueden
dafar a las neuronas y a la matriz extracelular y contribuir al dafio neuronal
observado en diversas enfermedades neurodegenerativas (Bjorkqvist et al.,
2008; Block et al., 2007; Hanisch and Kettenmann, 2007; Jin et al., 2008).
De hecho, algunos autores han sugerido su papel fundamental en el
proceso inflamatorio asociado a la patogénesis de la enfermedad de
Alzheimer, Parkinson, demencia asociada al SIDA o esclerosis multiple
(Block et al., 2007; Gonzalez-Scarano and Baltuch, 1999). Muchas de estas
enfermedades se caracterizan por una inflamacién local en el cerebro y por
una infiltraciéon de leucocitos de la periferia. Estos leucocitos no producen
neurotoxicidad, por lo que la respuesta de células gliales parece estar
implicada. La activacién de la microglia causada por toxinas, proteinas
endogenas o dafio neuronal provoca la secrecion de factores téxicos que
propagan este dafio. Esta activacion no regulada de la microglia se ha
relacionado con el inicio y progresion de enfermedades neurodegenerativas

(ver revision de Block and Hong, 2005).

El consumo y abuso de alcohol se ha asociado con dafio cerebral
y, en algunos casos, neurodegeneraciéon (Pfefferbaum, 2004).
Recientemente nuestro grupo ha propuesto que el etanol promueve

procesos inflamatorios que pueden contribuir al dafio cerebral que induce el
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alcohol (Blanco and Guerri, 2007). Resultados previos de nuestro
laboratorio han demostrado que el consumo crénico de etanol activa la via
asociada al los receptores IL-1RI/TLR4 en el cerebro y en astrocitos,
induciendo un aumento en el nivel de TNF-a asi como de otros mediadores
inflamatorios que podrian ser los causantes del dafo neural (Valles et al.,
2004). De acuerdo con la hipétesis de que el etanol genera un proceso
inflamatorio en cerebro, algunos trabajos demuestran que el consumo de
alcohol aumenta las citocinas pro-inflamatorias en cerebros de alcohdlicos
(He and Crews, 2008) y en ratones tratados con etanol intraperitonealmente
(Qin et al., 2008). El TNF-a es una de las citocinas que se incrementa en
cerebros de animales tratados con etanol (Crews et al., 2006) y participa en
el dafio neuronal y en la patogénesis de diversas enfermedades (McCoy
and Tansey, 2008). Sin embargo, a pesar de la importancia de la microglia
en la neuroinflamacion, el papel de estas células gliales en estos procesos y
su participacion en el dafo cerebral que induce el etanol no ha sido
abordado hasta el inicio de este trabajo.

Los resultados del presente trabajo demuestran claramente que el
etanol, a dosis agudas, es capaz de activar a la microglia e iniciar un
proceso inflamatorio a través de la via de senalizaciéon asociada al receptor
TLR4. Asi, demostramos por primera vez que el etanol: 1) modifica la
morfologia de la microglia haciendo que estas células adquirieran un
fenotipo activado, 2) aumenta su capacidad fagocitica, 3) induce la via de
las MAPK, aumentando la fosforilacion de ERK1/2, JNK y p38, 4) activa al
factor de transcripcion NF-kB, 5) induce un aumento en la secrecion de
citocinas y mediadores inflamatorios como iNOS y COX2.

Sin embargo, la activacién de la microglia tiene un papel dual. Por
una parte, desempefia funciones esenciales para la supervivencia neuronal,
participando en la respuesta inmunitaria innata y en el mantenimiento
celular mediante la eliminacion de compuestos téxicos celulares (Block and
Hong, 2005). Pero, por otra parte, la microglia activada puede ser
neurotdxica ya que la secrecidn de especies reactivas de oxigeno, NO o

TNF-a pueden dafiar a las neuronas, oligodendriocitos o matriz extracelular
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(Hanisch and Kettenmann, 2007). Ademas, la activaciéon de la microglia
parece inducir una amplificacion en su respuesta, ya que los restos
celulares causados por la muerte neuronal son capaces de activar
nuevamente a la microglia, aumentando su respuesta inflamatoria (Griffin,
2006). De hecho, la activacién de la microglia induce neurodegeneracion
tanto in vitro como in vivo (Liu et al., 2000; Liu and Hong, 2003). De acuerdo
con estos datos, nuestros resultados demuestran que una activacion de la
microglia inducida por el etanol puede causar muerte neuronal y posible
neurodegeneracion. De hecho, demostramos que el medio condicionado
procedente de microglia activada por etanol induce la apoptosis de
neuronas en cultivo, sugiriendo que la activacion de la microglia podria
promover un proceso inflamatorio en cerebro, causar muerte neuronal y
contribuir al dafio cerebral que se observa en alcohdlicos (Harper and
Matsumoto, 2005).
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5.3. EL ETANOL ACTIVA A LA MICROGLIA A TRAVES DE LOS
RECEPTORES TLR4

La activacion de la microglia tiene lugar a través de diferentes
receptores, incluyendo los receptores tipo Toll. Estos receptores se activan
por agentes patégenos y restos celulares, principalmente en las células
gliales (microglia, astrocitos y oligodendriocitos) y en los leucocitos que se
infiltran en respuesta a un proceso inflamatorio. Datos de los ultimos afos
han demostrado que los receptores tipo Toll, ademas de participar en la
plasticidad neuronal, regulando procesos de neurogénesis y de crecimiento
de neuritas, estan involucrados en el dafo neuronal generado por isquemia
o por esclerosis multiple (Carpentier et al., 2008; Okun et al., 2009). Asi, la
estimulacion de los receptores TLR en astrocitos y microglia induce un
aumento en los niveles de iINOS (Carpentier et al., 2005; Olson and Miller,
2004). Ademas, se ha observado que la activacion del receptor TLR4 en
microglia participa en el dano de los oligodendriocitos (Lehnardt et al.,
2002), neurodegeneracion (Lehnardt et al., 2003) y apoptosis de las propias
células microgliales (Jung et al., 2005; Liu and Hong, 2003). Finalmente, los
receptores Toll han sido involucrados en el dafio cerebral y procesos

neurodegenerativos (Campbell, 2004).

El alcohol es un neurotéxico cuyo abuso causa dafo cerebral (de la
Monte, 1988; Harper and Matsumoto, 2005). Aunque hasta el momento, los
procesos neuropatoldégicos de la toxicidad del etanol no han sido
esclarecidos, datos previos de nuestro laboratorio sugieren que el etanol
induce dano neural por neuroinflamacion (Valles et al., 2004). Los
resultados obtenidos en células RAW 264.7 indican que el etanol promueve
la liberacién mediadores inflamatorios a través de la activacion de los
receptores TLR4, ya que cuando se bloquea este receptor con anticuerpos
que lo neutralizan, se reduce la liberaciéon de TNF-a y el aumento en la
expresion de COX-2. Ademas, la activacion de este receptor ha sido

involucrada con el desarrollo de la hepatopatia alcohdlica. La deficiencia en
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la funcion del receptor TLR4 en ratones, elimina los aumentos provocados
por el etanol en los niveles de TNF-a, IL-1[3, especies reactivas de oxigeno y
del citocromo P450 y protege contra la hepatopatia alcohdlica experimental
(Hritz et al., 2008; Uesugi et al., 2001). En estos estudios se sugiere que el
receptor TLR4 participa en estos procesos debido a un aumento en los
niveles de LPS en higado, causado por el incremento de las bacterias
intestinales al aumentar la permeabilidad intestinal al LPS derivado de un

consumo prologado de alcohol (Wheeler, 2003).

Los resultados del presente estudio demuestran que el etanol, al
igual que el LPS, es capaz activar la via de sefalizacion asociada al
receptor TLR4 en macréfagos y en microglia. De hecho, nuestros resultados
demuestran, por primera vez, que el etanol activa a microglia tanto de rata
como de ratéon y este proceso tiene lugar a través del receptor TLR4
(Fernandez-Lizarbe et al., 2009).

La activacion de los receptores tipo Toll induce un reclutamiento de
diversas proteinas adaptadoras hacia los dominios TIR (O'Neill, 2003;
Takeda et al., 2003) en las que se incluyen MyD88, MAL/TIRAP, TRIF y
TRAM. Estas proteinas adaptadoras inician dos vias de sefalizacion
diferentes. Por una parte, MyD88 y MAL, que intervienen en la via MyD88-
dependiente, activan IRAK y provocan una rapida estimulacién de NFkB asi
como una activacién de las MAPK vy del factor nuclear AP-1. Por otra parte,
TRAM y TRIF estimulan la respuesta de interferén activando al factor IRF-3
y genes inducibles por interferon (Toshchakov et al., 2002). Los resultados
obtenidos en cultivo primario de microglia de rata indican que el etanol no
s6lo activa la cascada de sefializacion asociada clasicamente al receptor
TLR4 (MAPK y NFkB), sino que también activa la via MyD88-independiente,
tal y como demostramos por la fosforilacion de IRF3 asi como por la
activacion de STAT-1 y de IRF1. En apoyo a la hipétesis de que el alcohol
puede activar las dos vias de senalizacion (MyD88-dependiente, MyD88-

independiente) asociadas a la respuesta del receptor TLR4, nuestros
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resultados demuestran que, mientras que el etanol estimula estas vias en

+/+

microglia procedente de ratones TLR4", no las activa en microglia
procedente de ratones TLR4™. Referente a la participacion de esta segunda
via en el dafio que induce el etanol, en un reciente trabajo se demuestra
que ratones deficientes en el receptor TLR4 protegen del dafio, sin embargo
en ratones deficientes en MyD88 no se elimina la inflamacién y el dafio
inducido por el etanol en higado. Estos datos apoyan la idea de que el
etanol actua a través del receptor TLR4 y sugieren que la activacion de la
via MyD88-independiente desempenaria un papel importante en la

hepatopatia alcoholica (Hritz et al., 2008).

Considerando que tanto la microglia como el receptor TLR4 estan
implicados en la patogénesis de diversas enfermedades neuroldgicas
(Lehnardt et al.,, 2003), y nuestros resultados in vitro demuestran la
participacion de dicho receptor en la activacién de la microglia inducida por
el etanol y la muerte neuronal, estudiamos las posibles consecuencias de la
administracién in vivo de etanol. Nuestros resultados indican que dosis
agudas de alcohol (4g/kg) inducen una activacion de la microglia (células
CD11b positivas) en corteza cerebral, y este proceso ocurre a través del
receptor TLR4, ya que no se observa la microglia activada en neocortex de
ratones TLR4™. Estos hallazgos in vivo demuestran claramente la
participacion de los receptores TLR4 en la activacion de la microglia
inducida por el etanol. De acuerdo con nuestros resultados, trabajos
recientes demuestran que la administracion de etanol, tanto con dosis
agudas como con un consumo continuado durante 10 dias, inducen un
aumento de citocinas proinflamatorias y provocan la activaciéon de la
microglia (Qin et al., 2008). Ademas, en un estudio reciente en humanos se
ha observado un aumento en la expresién de MCP-1 y la activacion de la
microglia en diversas regiones del cerebro de alcohdlicos (He and Crews,
2008). Estos resultados en humanos y en animales experimentales sugieren
que el consumo de etanol puede causar neuroinflamacién y que la

activacion de la microglia esta implicada en este proceso. De hecho, datos
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de nuestro laboratorio indican que dosis agudas de etanol, de forma
intermitente, inducen la expresion de ciertos mediadores inflamatorios,
como COX-2 e iINOS, que se asocia con un aumento de apoptosis en
ciertas areas de cerebro de ratas adolescentes (como por ejemplo la
corteza prefrontal o cerebelo) (Pascual et al., 2007). Resultados obtenidos
recientemente demuestran la participacion de los receptores TLR4 en los
anteriores eventos. De hecho, nuestros resultados indican que mientras el
tratamiento crénico de alcohol activa a la microglia y a la astroglia,
incrementa los mediadores inflamatorios en corteza cerebral y causa dafo y

+/+

muerte neuronal en ratones TLR4"", estas alteraciones no se producen
TLR4™ demostrando claramente la participacion de estos receptores en la
neuroinflamacién y el dafo cerebral inducido por el consumo de alcohol

(Alonso y col., articulo en revision).

En conclusién, nuestros datos revelan que el etanol actua a través
de los receptores TLR4 activando a la microglia, lo que podria contribuir al

dafo cerebral producido por su consumo.
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5.4. MECANISMO DE ACTUACION DEL ETANOL

5.4.1. Papel de los lipid rafts en la activacion de la via de
sefalizacion asociada al receptor TLR4 producida por el etanol

Los lipid rafts o balsas lipidicas son microdominios de membrana
ricos en colesterol, glicolipidos y esfingolipidos, que ejercen un papel
importante en la transduccién de sefales. Estos microdominios actuan
como plataformas de sefializacion que sirven para ensamblar a los
componentes requeridos, facilitando su interaccion y sefalizacion. Asi,
ciertos receptores, proteinas adaptadoras, enzimas efectoras y sustratos
estarian colocalizados en un solo microdominio (Magee et al., 2002; Pike,
2003). El reclutamiento de estas proteinas provoca un cambio en el entorno
donde el estado de fosforilacion se puede modificar debido a la presencia
de quinasas y fosfatasas locales y, en consecuencia, iniciar la transduccion
de la senal. Por ejemplo, se ha demostrado que estos microdominios actuan
facilitando la sefalizacion asociada a tirosina quinasas (Harder and Simons,
1999; Pike, 2003). K. Simons y D. Toomre, en su revision del afio 2000
(Simons and Toomre, 2000), ya recogen algunos ejemplos en los rafts
podrian facilitar el inicio de diversas cascadas de transduccion de sefnales.
Entre ellos, podemos destacar las acciones de la inmunoglobulina E en un
proceso alérgico, el reconocimiento antigénico mediante el receptor TCR en
los linfocitos T o la cascada asociada a la GTPasa Ras en la que participa la
activacion de MAPK.

Los mecanismos por los que el etanol activa o inhibe al receptor
TLR4, no estan totalmente esclarecidos. Sin embargo, es razonable pensar
que el etanol podria interaccionar con estos receptores mediante uno de los
siguientes mecanismos: 1) El etanol podria actuar como un ligando e
interaccionar con dominios especificos del receptor TLR4. De hecho, se ha
descrito que ciertos compuestos endogenos (como restos celulares,
proteinas de choque térmico, fibrinogeno) (Takeda et al., 2003) o exdgenos

(como el taxol) (Ding et al., 1990) podrian activar a los receptores TLR4. La
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activacion de estos receptores por ligandos inespecificos sugiere que la
interaccion ligando/receptor no es ni muy especifica ni directa con los
componentes microbianos que reconoce. La unién LPS-TLR4, necesita la
participacion de otras proteinas adaptadoras, como el CD14, MD-2 y LBP, y
la formaciéon de este complejo le permitiria al receptor TLR4 reconocer
diferentes estructuras microbianas. 2) La segunda posibilidad es que el
etanol a través de sus interacciones con microdominios lipidicos de la
membrana, pueda inducir dimerizacion y activacién de los receptores TLR.
De hecho, esta establecido que el etanol interacciona con los lipidos de
membrana cambiando la fluidez de la misma (Gutierrez-Ruiz et al., 1995).
En apoyo a esta ultima hipotesis, evidencias recientes indican el papel de
los microdominios de membrana ricos en colesterol/esfingomielina, lipid
rafts en la respuesta inmunitaria innata (Triantafilou et al., 2002; Triantafilou
and Triantafilou, 2005) y en la activacion y sefializacion mediada por los
receptores TLR4 (Olsson and Sundler, 2006).

Basandonos en que muchos de los efectos que ejerce el etanol
sobre algunas proteinas de membrana estdn mediados por sus
interacciones con los componentes lipidicos de la membrana, asi como el
papel de los lipid rafts en la activacion de los receptores TLR4 (Triantafilou
et al., 2002; Triantafilou and Triantafilou, 2005), hemos postulado que el
etanol, dependiendo de su concentracién y presencia o ausencia de los
ligandos de los TLR, podria activar o inhibir la sefializacion mediada por
este receptor mediante su interaccion con los lipid rafts (Blanco and Guerri,
2007). Altas concentraciones de etanol podrian afectar a la estabilidad de
los lipid rafts e inhibir el reclutamiento y sefalizaciéon de los receptores
TLR4, mientras que concentraciones bajas y moderadas, podria facilitar el
reclutamiento de diversas proteinas a los lipid rafts y activar la ruta de
sefalizacion (ver esquema de la Figura 46). Cambios en la composicion
lipidica de la membrana, podrian afectar el reclutamiento y senalizaciéon de
los receptores TLR4. De hecho, tratamientos crénicos de etanol, que

aumentan los niveles de colesterol en la membrana plasmatica
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transformandola en una membrana mas rigida, podrian provocar que el
complejo del receptor no se disociara, pudiendo dar lugar a una sefal mas
prolongada (Goral et al., 2008). Ademas, el etanol podria interferir en la
sefalizacion de los receptores TLR cuando los ligandos especificos estan

presentes como ocurre con el caso del LPS .
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Figura 46. Posible mecanismo de actuacion del etanol sobre el receptor TLR4.
El etanol parece actuar a través de los lipid rafts. A concentraciones bajas
favoreceria el reclutamiento de los receptores TLR4/IL-1RI a estos microdominios,
mientras que concentraciones de etanol altas producirian la disgregacion de los lipid
rafts.

Los datos obtenidos en células RAW 264.7 apoyan esta hipétesis,
ya que por primera vez demostramos que, en macrofagos, el etanol, a
concentraciones moderadas, se comporta como el LPS, promoviendo la

translocacién del receptor TLR4 y de moléculas implicadas en su
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sefializacion (como IRAK, MyD88 y P-ERK), hacia lipid rafts ricos en
flotilina-1. Hay que sefialar que, aunque demostramos que el etanol activa a
las MAPK (p38, JNK y ERK1/2) para el estudio de su asociacion a lipid rafts,
nos hemos centrado en la proteina ERK1/2, ya que esta quinasa también
participa en mecanismos de supervivencia y proteccion frente a los efectos
téxicos producidos por altas concentraciones de etanol (Pascual et al.,
2003; Villegas et al., 2006). De hecho, se ha propuesto que ERK actua a
través de los lipid rafts protegiendo frente al dafio causado por especies
reactivas de oxigeno provocadas durante eventos patolégicos como
isquemia e inflamacion (Yang et al., 2006).

Por otra parte, nuestros resultados también muestran que altas
concentraciones de etanol (200 mM) actuan de forma similar a los agentes
que disgregan a los lipid rafts (saponina o estreptolisina-O), impidiendo la
translocacion del receptor TLR4 a estos microdominios de membrana y
evitando su reclutamiento y posterior transduccién de sefiales.

Datos que apoyan la hipétesis planteada son los hallazgos que
muestran que el etanol suprime la activacion del receptor TLR4 mediada por
el LPS. En células CHO (ovario de hamster chino) se ha demostrado que el
etanol que tiene un efecto supresor en el reclutamiento del receptor TLR4 a
los lipid rafts (Dolganiuc et al., 2006). Por otra parte, se sabe que la union
del LPS-CD14 al TLR4 provoca un agrupamiento de este receptor,
principalmente en membrana plasmatica, y una reorganizacion de los
filamentos de actina. En células RAW 264.7 estimuladas con LPS, el etanol
parece actuar evitando este agrupamiento, interfiriendo en la localizacion
del CD14, molécula residente de lipid rafts, y disminuyendo la produccién de
TNF-a. Este mismo efecto se ha observado con el tratamiento de agentes
desestabilizantes de lipid rafts (Dai and Pruett, 2006b; Dai et al., 2005).
Nuestros resultados parecen indicar que el CD14 esta implicado en la
sefializacién inducida por el alcohol como ocurre con la activaciéon por el
LPS. EIl tratamiento con dosis bajas o moderadas de etanol provoca un

aumento en la expresion de esta proteina en fracciones ricas en flotilina-1
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pudiendo producirse una asociacion con el receptor TLR4 interviniendo en
su activacion.

Los resultados obtenidos en microglia en este trabajo muestran que
el etanol provoca un cambio en la localizaciéon del receptor TLR4 y de
moléculas asociadas a su via de sefalizacion (TRAF6 y MyD88), hacia las
fracciones ricas en lipid rafts (fracciones resistentes a la lisis con Triton X-
100). Ademas, mediante microscopia confocal, demostramos que, tanto el
tratamiento con LPS como con etanol 50 mM, inducen un aumento
significativo en la colocalizacién del receptor TLR4 con la caveolina-1. Estos
resultados sugieren que el mecanismo de actuacién del etanol sobre el
receptor TLR4 seria el mismo en microglia que en macréfagos, aunque se
observan pequefias diferencias en la reorganizacion del TLR4 en estos dos
tipos celulares. Asi, mientras que en los primeros el receptor se recluta a
fracciones principalmente ricas en flotilina-1, en los segundos hemos
observado, mediante los experimentos de microscopia confocal, que el
movimiento se produce hacia dominios ricos en caveolina-1. Al tratar estas
células durante 30 min con el ligando del receptor TLR4, el LPS, los
resultados son los mismos que los obtenidos con etanol 50 mM, el receptor
TLR4 se concentra en regiones ricas en caveolina-1 en el caso de la
microglia y en regiones ricas en flotilina-1 en el caso de las células RAW
264.7.

La activacion del receptor TLR4 por el LPS conlleva a la formacién
de agregados que le permiten iniciar la via de senalizacion. Posteriormente,
se produce la endocitosis del receptor, disminuyendo la cantidad del mismo
en membrana plasmatica y es transportado en forma de complejo LPS-
TLR4 hacia el aparato de Golgi o hacia endosomas tempranos (Husebye et
al.,, 2006; Latz et al., 2002). Los lipid rafts abundan en membrana
plasmatica, pero también se han encontrado en rutas biosintéticas y de
endocitosis, asi como en otras membranas intracelulares como el Golgi
(Pike, 2003; Simons and Toomre, 2000). Ademas, existen estudios que
relacionan estas estructuras con la transduccion de sefiales. Se ha

analizado el papel de los lipid rafts ricos en caveolina o caveolas, y su papel
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en rutas endociticas no dependientes de clatrina. En este caso, el receptor
es endocitado por ciertas estructuras con pH neutro, o caveosomas, y que
son distintas a los compartimentos clasicos endociticos. Se ha demostrado
que, al menos, existen dos rutas, una que pasa por el reticulo
endoplasmatico, como ocurre en el caso de virus del simio 40 (SV40) y otra
que se produce a través de endosomas tempranos acumulandose en el
Golgi (Nichols, 2003; Pelkmans et al., 2004; Pelkmans et al., 2001). Otros
estudios han demostrado que también existe una sefializacién a través de
los lipid rafts ricos en flotilina-1. Asi, se ha observado que la flotilina es clave
para la activacion de los mastocitos a través de la IgE (Kato et al., 2006).
Incluso, a pesar de que la flotilina se ha asociado con la formacién de lipid
rafts planos que parecian no estar implicados en vias endociticas,
recientemente se ha implicado a esta familia de proteinas en la formacion
de vesiculas. Se ha sugerido que la flotilina 1 y 2 pueden pasar de formar
dominios planos a invaginaciones similares a caveolas. Estas
invaginaciones no necesitan caveolina para su formacion y se ha observado
que se acumulan en el interior de la célula (Frick et al., 2007). Por tanto, el
reclutamiento del receptor TLR4 en dominios ricos en flotilina-1, en el caso
de los macroéfagos, o en dominios ricos en caveolina-1, en el caso de la
microglia, podria estar relacionado con la via endocitica que sigue este

receptor segun el tipo celular.

En resumen, los resultados obtenidos en este trabajo en células
RAW 264.7 (Fernandez-Lizarbe et al., 2008) y en microglia, indican que a
dosis bajas/moderadas, el etanol facilitaria el reclutamiento y sefializacion
de los receptores TLR4 en los lipid rafts. Estos microdominios participarian
en la internalizacién de dicho receptor y facilitarian la transducion de la

sefal.
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5.4.2. Papel del receptor TLR2 en la activaciéon de las células
microgliales por el etanol.

La activacion del receptor TLR4 promueve un reclutamiento de este
receptor hacia los lipid rafts, fenobmeno que también se observa en otros
miembros de la familia TLR. En particular, la estimulacion del receptor TLR2
con LTA, el peptidoglicano u otros componentes microbianos, induce un
desplazamiento del receptor hacia fracciones donde se localizan los lipid
rafts, observandose una disminucién de su coeficiente de difusion lateral,
producido por un desplazamiento del receptor hacia microdominios con una
mayor organizacion de la membrana caracteristica de los lipid rafts, en los
que el movimiento del receptor esta mas limitado. Utilizando la técnica de
FRET (transferencia de energia de resonancia) se ha observado que la
estimulacion de este receptor promueve una mayor co-localizacién del
receptor TLR2 con el gangliésido GM1, marcador de lipid rafts (Triantafilou
et al., 2004) (Dolganiuc et al., 2006; Shin et al., 2008). Nuestros resultados
de microscopia confocal concuerdan con los anteriores hallazgos, ya que
observamos en microglia estimulada con LTA un aumento significativo en la
expresion del receptor TLR2 y en su co-localizacion con la caveolina-1,

mientras que el tratamiento con LPS no provoca estos aumentos.

El etanol afecta al reclutamiento que el LPS provoca del receptor
TLR4, pero no parece afectar al movimiento que produce el péptidoglicano
sobre el receptor TLR2 (Dolganiuc et al., 2006). A pesar de ello, hemos
observado que el receptor TLR2 se comporta de la misma forma cuando es
estimulado con su ligando LTA que tras el tratamiento con dosis moderadas
de etanol. Nuestros resultados demuestran que el etanol provoca un
aumento en la intensidad del receptor TLR2 y también aumenta el
porcentaje de co-localizacién de dicho receptor con la caveolina-1. Ademas
observamos que el tratamiento con etanol induce un aumento en la co-
localizacion de los receptores TLR4 y TLR2. Se ha descrito que el recepotor
TLR2 puede asociarse con otros miembros de la familia TLR y esta

asociacion le permite reconocer un amplio espectro de componentes
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microbianos. Asi, el receptor TLR2 puede asociarse con el TLR1 y reconoce
lipopéptidos triacilados, mientras que su asociacion con el TLR6 hace que
reconozca al LTA bacteriano y a lipopéptidos diacilados (Takeda and Akira,
2005). Nuestros datos sugieren que el etanol, al interaccionar con los
microdominios de membrana provoca el movimiento del TLR2 a lipid rafts
ricos en caveolas, pudiendo actuar estos microdominios de plataforma para
su interaccion con el receptor TLR4 y posibilitar el inicio de sus cascadas de

sefnalizacion.

Es importante resaltar que, resultados recientes demuestran que la
activacion del receptor TLR2 juega un papel critico en la respuesta
temprana de la glia al dafio cerebral (Babcock et al., 2006; Lehnardt et al.,
2007). Este receptor, junto con el TLR4, participa en la respuesta
inflamatoria y en el reclutamiento leucocitario que se produce tras un dano
en el sistema nervioso central (Babcock et al., 2008). Incluso, se ha descrito
que ambos receptores estan presentes en neuronas y participan en el dafio
inducido en neuronas corticales en respuesta a la isquemia (Tang et al.,
2007).

Algunos estudios demuestran que el etanol, como ocurre en el caso
del receptor TLR4, reduce la respuesta del TLR2 a sus ligandos en
macrofagos (Goral and Kovacs, 2005; Pruett et al., 2004c) y la deficiencia
en TLR2 no afecta a las consecuencias que producen el consumo de etanol
en el higado (Hritz et al., 2008). Estos datos sugieren que, aunque el
receptor TLR2 puede potenciar ciertas acciones del etanol, como la
respuesta de la microglia, no parece desempefiar un papel critico en las

acciones del etanol sobre el sistema inmunitario innato.

En células RAW 264.7 hemos observado que el etanol provoca el
reclutamiento a los lipid rafts del receptor TLR4, pero también de IL-1RI.
Datos previos de nuestro laboratorio han demostrado que, en astrocitos, el
etanol actua sobre estos dos receptores. El bloqueo de cualquiera de ellos,

TLR4 o IL-1RI, reduce la activacion que el etanol produce sobre el aumento
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de mediadores inflamatorios (Blanco et al., 2008; Blanco et al., 2005). Al
analizar estos resultados con los obtenidos en microglia podemos observar
distintos efectos del etanol dependiendo del tipo celular. El etanol podria
generar un proceso inflamatorio a través de la activacion de la cascada de
sefalizacion asociada al receptor TLR4, promoviendo la asociacion a los
lipid rafts de otros receptores, como IL-1RI en astrocitos y en células RAW
264.7, o el receptor TLR2 en microglia. En astrocitos el etanol podria actuar
a través de los dos receptores TLR4 e IL-1RI, como reflejan los resultados
que demuestran que bloqueando individualmente a estos receptores se
elimina la funciéon de ambos. Sin embargo, en microglia y en macréfagos, a
pesar de producir una activacion del receptor TLR2 en microglia, es
necesario que el receptor TLR4 esté presente para ejercer sus acciones,
como observamos en los resultados con ratones TLR4™". Estos datos nos
hacen sugerir que el mecanismo modulador del las acciones del etanol
sobre el sistema inmunitario innato es principalmente a través de sus

acciones sobre los lipid rafts.

5.4.3. Posible papel de los lipid rafts en las acciones del etanol
sobre la inmunidad adquirida

Los resultados del presente trabajo demuestran que el etanol no
sblo activa la respuesta inmunitaria innata, si no que también modifica la
respuesta inmunitaria adaptativa. De hecho, observamos que el etanol es
capaz de modular la expresion de las moléculas MHC de clase | y I, y estos
efectos estan mediados por los receptores TLR4 (como demuestran los
resultados obtenidos en macrofagos procedentes de ratones TLR4'/') y por
los lipid rafts.

Los lipid rafts parece que facilitan la presentacion antigénica
promoviendo una mayor concentracién del complejo MHC-II-péptido.
Aproximadamente la mitad de las moléculas MHC-II se localizan en estos
microdominios en las células B y en macréfagos (Anderson et al., 2000;
Poloso and Roche, 2004), lo que corrobora nuestros resultados obtenidos

en macrofagos peritoneales. A pesar de que existen varios trabajos que
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analizan la interaccion de las moléculas MHC-II con los lipid rafts, no existen
datos de las posibles interacciones entre las moléculas MHC-I y los rafts.

Nuestros resultados muestran que ambas moléculas estan
presentes en los rafts tipo caveola (en torno al 50% en situacion control).
Ademas, hemos demostrado que el etanol, con la participacion del receptor
TLR4, induce la expresion de las moléculas MHC clase | y Il y promueve su
asociacion con los rafts tipo caveola. Varias hipétesis han tratado de
explicar el papel de los rafts en la activacion de las moléculas MHC-II. Entre
ellas, merecen ser destacadas en relacion a este trabajo: a) favorecen la
transduccion de sefales, b) participan en el transporte intracelular de las
moléculas MHC hacia la membrana (Goebel et al., 2002), ¢) posibilitan la
aproximacion fisica de complejos MHC con distintos péptidos (Poloso et al.,
2004), d) aumentan la densidad del péptido que se presenta en una region
determinada y asi posibilitan la activacion de los linfocitos T (Anderson et
al., 2000).

Las acciones del etanol sobre los lipid rafts no sélo afectan a la
localizacion de algunos miembros de la familia TLR, sino que afectan a
otras moléculas como los MHC. Estos datos sugieren que gran parte de la
diversidad de efectos que induce el etanol en el sistema adaptativo,
posiblemente estén mediados por sus interacciones con microdominios de
la membrana que podrian modular la respuesta adquirida o incluso podrian
explicar algunos de los efectos que ejerce el etanol sobre otros receptores
en el sistema nervioso central. Por ejemplo, se sabe que el consumo de
etanol modula la actividad del receptor NMDA siendo uno de los
mecanismos de la neurotoxicidad inducida por el alcohol. Recientemente se
ha observado que este receptor esta localizado en los lipid rafts y que
farmacos que inhiben la sintesis de colesterol previenen el dafio cerebral
que ocasiona su sobreactivacion (Besshoh et al., 2005; Ponce et al., 2008).
Los efectos moduladores del etanol sobre la actividad de este receptor
podrian ejercerse a través de estos microdominios de membrana. En

resumen, proponemos que la interaccién del etanol con microdominios
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lipidicos podria ser uno de los mecanismos generales de las acciones de

etanol sobre el sistema inmunitario, tanto el innato como el adaptativo.

5.4.4. El etanol induce cambios epigenéticos en células
microgliales

Los mecanismos epigenéticos son procesos en los que se modifica
la expresion génica sin alteracion del cédigo genético a través de
modificaciones covalentes del DNA o de las histonas. Dependiendo de la
naturaleza de las modificaciones, pueden aumentar o disminuir la
transcripcion. Asi, la acetilacion y fosforilacion de histonas hacen que el
DNA sea mas accesible favoreciendo la transcripcion, mientras que la
metilaciéon del DNA se asocia con el silenciamiento génico aumentando la

condensacion de cromatina (Graff and Mansuy, 2009; Kouzarides, 2007).

Estudios de los ultimos afnos han demostrado que los inhibidores
farmacolégicos de histona deacetilasas actuan aumentando la transcripcién
de genes implicados en neuroproteccion. Por ejemplo, el uso de estos
inhibidores tras la isquemia, aumentan la expresibn de proteinas
neuroprotectoras como Hsp70 o Bcl-2 (Faraco et al., 2006). Algunos de
estos farmacos reducen la inflamacion, previenen la desmielinizacion y la
pérdida neuronal y axonal a través de la modulacion de la expresion génica
e inhiben la activaciéon de las rutas pro-apoptéticas P-AKT y p53. Ademas,
estos farmacos reducen la zona infartada del cerebro tras el dafio,
suprimiendo la activacion de la microglia y bloqueando la induccion de iINOS
y COX-2. La neuroproteccion asociada a los inhibidores de histonas
deacetilasas tras la isquemia cerebral parece suprimir el proceso
inflamatorio (Kazantsev and Thompson, 2008; Kim et al., 2007a). Los
inhibidores de las histona deacetilasas evitan la hipoacetilacion que se
produce tras el dafio y asi ejercen sus funciones protectoras. Pero por otra
parte, los procesos inflamatorios se han asociado con un incremento de la
acetilacion de histonas, debido al aumento en la transcripcion de genes que

codifican para mediadores inflamatorios. Compuestos con propiedades anti-
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infamatorias, como los corticosteroides o teofilina, actuan, en parte,
aumentando el reclutamiento de las histonas deacetilasas para reducir esta
acetilacion e inhibir la expresion de estos genes proinflamatorios (Ito et al.,
2002). Sin embargo, un aumento en la actividad de las histonas
acetiltransferasas, activa a los factores de transcripcion NFkB asi como AP-
1, facilitando e incrementando la secrecion de mediadores inflamatorios
(Rahman, 2002).

Existe una relacién entre desregulacién epigenética y patologias
neurodegerativas como por ejemplo, enfermedad de Alzehimer o de
Huntington en las que se ha observado una modificacion en la acetilacion y
metilacion de histonas (Graff and Mansuy, 2009; Kazantsev and Thompson,
2008).

El consumo de etanol genera neuroinflamacion y
neurodegeneracion por lo que nos planteamos estudiar sus efectos en la
acetilacion de las histonas H3 y H4. Nuestros resultados demuestran que el
tratamiento con dosis moderadas de etanol induce aumentos en la
acetilacion de las histonas H3 y H4 en células microgliales y estos eventos
dependen de la funcionalidad del receptor TLR4. Estos hallazgos sugieren
que el etanol causaria cambios en la acetilacion de histonas que estarian
mediados por la activacion del receptor TLR4. De hecho existen datos que
relacionan modificaciones epigeneticas con las adaptaciones que se
originan tras un tratamiento con LPS (Foster et al., 2007). Ademas, se ha
observado que los farmacos empleados como inhibidores de las histona
deacetilasas potencian el efecto del LPS, debido a que generan
hiperacetilacién aumentando la transcripcién de genes que paricipan en
procesos inflamatorios en los que la microglia esta implicada. (Suuronen et
al., 2006; Suuronen et al., 2003). Nuestros resultados sugieren que el
proceso inflamatorio generado por el etanol en microglia podria inducir

modificaciones epigenéticas aumentando la acetilacién de histonas.
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5.6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Los resultados del presente trabajo indican que el etanol es capaz
de modular la respuesta inmunitaria innata y adquirida, activando a los
receptores TLR4 en las células microgliales y macréfagos y generando un
proceso inflamatorio. EI mecanismo por el que el etanol ejerce sus acciones
estad principalmente mediado por sus interacciones con los lipidos de
membrana, en particular con los microdominios lipid rafts. Seria interesante
evaluar los efectos del etanol en células de animales deficientes para la
caveolina 1y 2, y de animales deficientes de los receptores IL-1R1 y TLR2,
para poder valorar el papel de estas proteinas en las acciones del etanol
sobre el sistema inmunitario. Al mismo tiempo la eliminaciéon de MyD88 nos
permitiria analizar cual de las dos vias asociadas a la activacion del receptor
TLR4 es responsable del dafio inducido por el etanol en cerebro.

Nuestros resultados también indican que el etanol, a través de la
activacion de la microglia y de los receptores TLR4 podria causar
neuroinflamacion y dafio neuronal. Una activacion de la microglia a través
del TLR4 se ha relacionado con pérdida axonal (Lehnardt et al., 2003), con
alteraciones en la oligodendroglia (Lehnardt et al., 2002) y con niveles
elevados de citocinas proinflamatorias que se han relacionado con
procesos de desmielinizacion (Probert and Akassoglou, 2001) Por tanto,
seria de interés evaluar si el consumo agudo o cronico de alcohol en
animales experimentales conlleva, junto con una activacion de la glia y dafio
neuronal, a una reduccién o alteraciones en la mielina. De hecho, estudios
de neuroimagen demuestran importantes reducciones en la materia blanca
y perdida de mielina en cerebros de alcohdlicos (Harper and Matsumoto,
2005). Por tanto, seria interesante realizar estudios enfocados a determinar
los efectos del etanol sobre la oligodendroglia y el posible papel del receptor
TLR4 en estos procesos

Finalmente, resultados preliminares sugieren que el etanol genera
modificaciones epigenéticas a través del receptor TLR4. Una linea de
investigacion potencial es el estudio de los genes implicados mediante la

técnica de inmunoprecipitacion de cromatina. Con esta técnica se puede
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evaluar la posible actividad de los factores de transcripcién que se afectan
por el consumo de alcohol y asociar el aumento en la acetilacién de las

histonas H3 y H4 con un aumento en la expresion de genes determinados.
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6. CONCLUSIONES
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La conclusiones principales a las que se ha llegado en el presente

trabajo son:

1. El etanol, a a dosis moderadas, activa la respuesta innata
inmunitaria tanto in vivo como in vifro en macréfagos y en microglia

induciendo la cascada de sefializacion asociada al receptor TLR4.

2. La activacion de los receptores TLR4 por el etanol se produce a
través de sus interacciones con los lipidos de membrana, provocando el
reclutamiento de este receptor y de moléculas asociadas a su sefalizacion
a los lipid rafts. A través de este mecanismo podria actuar sobre otros

receptores de membrana como el TLR2.

3. El etanol modula la inmunidad adaptativa produciendo un
aumento de la expresion de moléculas MHC-I y Il y de su reclutamiento
hacia lipid rafts con tratamientos agudos e inhibiendo su expresién tras un

largo consumo crénico.

4. Los efectos del etanol sobre el sistema inmunitario dependen
del patron de consumo (agudo vs crénico), de la dosis (concentraciones
moderadas activan, mientras que altas inhiben) o de la presencia de otros
ligandos de los receptores TLR (el tratamiento conjunto de etanol y LPS

provoca una inhibicion en la respuesta del LPS).

Finalmente, los resultados del presente estudio aportan nuevos
mecanismos sobre las acciones moduladoras del etanol en el sistema
inmunitario en macrdéfagos y microglia y abren nuevos horizontes de
posibles dianas terapéuticas para paliar los efectos del consumo de alcohol

en cerebro.
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