UNIVERSITAT POLITECNICA DE VALENCIA

ESCOLA TECNICA SUPERIOR D’ENGINYERIA
AGRONOMICA I DEL MEDINATURAL (ETSEAMN)

9

Coda)
g UNIVERSITAT =5
‘SCO‘a ec.n|Ca up\erl(_)r POLITECN'C/.\ ~
d'Enginyeria Agronomica N PRINCIPE FELIPE
" del Medi Natural DE VALENCIA CENTRO DE INVESTIGACION

Nuevo procedimiento de cultivo primario de astrocitos
para evaluar los efectos del etanol en la estimulacion de
la ruta del receptor TLLR4 y sus consecuencias

Trabajo Final de Grado en Biotecnologia
Curso académico 2020 - 2021

Autor: Miguel Angel Marzo Ponce
Dirigido por: Dra. Consuelo Guerri Sirera
Codirigido por: Dr. Juan R. Ureiia Peralta

Tutor académico: Prof. Dr. Maximo Ibo Galindo Orozco

[@lolsle]

Valencia, 5 de Julio de 2021




Titulo

Nuevo procedimiento de cultivo primario de astrocitos para evaluar los efectos del etanol en la
estimulacion de la ruta del receptor TLR4 y sus consecuencias.

Resumen

El alcohol es una droga psicoactiva y neurotdxica cuyo abuso puede provocar alteraciones y
lesiones cerebrales, junto con neurodegeneracion. Ademas, su consumo excesivo en patrones de
binge-drinking entre los jovenes se ha incrementado en los tltimos afios, siendo el responsable
del 13,5% de muertes en este grupo. Estudios recientes del Laboratorio de Patologia Molecular y
Celular del Alcohol del Centro de Investigacion Principe Felipe (CIPF) han puesto de manifiesto
el papel del alcohol en la activacion de la ruta de los receptores TLR en cultivos de astroglia y
microglia. En concreto, el etanol es capaz de estimular la ruta del receptor TLR4, provocando la
sefializacion del factor de transcripcion NF-xB y la posterior liberacion de citocinas y otros
mediadores inflamatorios, tales como TNF-a o IL-1B. Actualmente, los experimentos de
investigacion utilizan un niumero elevado de animales de laboratorio, por lo que resulta esencial
la necesidad de planificar un buen disefio experimental y reducir el nimero de modelos animales,
sin que esto afecte a la validez y reproducibilidad de los datos. Por tanto, el objetivo de este trabajo
comprende la realizacion de una comparativa entre un protocolo tradicional de cultivo primario
de astrocitos con respecto a una implementacion de este, basada en el pase de astrocitos. Para ello,
el disefio experimental se fundamenta en el analisis de RT-qPCR e inmunofluorescencia de
marcadores inflamatorios relacionados con la ruta de estimulacion del receptor TLR4, observando
sus niveles de expresion en cultivos tratados con etanol y lipopolisacarido (LPS). Los datos
preliminares muestran que el etanol altera los patrones de expresion de los marcadores
inflamatorios estudiados en el cultivo tradicional, pero no asi en los cultivos alternativos, por lo
que se puede concluir la necesidad de realizar futuros experimentos para determinar la

significancia de los resultados obtenidos y poder implementar los cultivos.
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Title

New primary astrocyte culture procedure to evaluate the effects of ethanol on the stimulation of
the TLR4 receptor pathway and its consequences.

Abstract

Alcohol is a psychoactive and neurotoxic drug whose abuse can cause brain alterations and
lesions, along with neurodegeneration. Moreover, its excessive consumption in binge-drinking
patterns among young people has increased in recent years, being responsible for 13,5% of deaths
in this group. Recent studies by the Laboratory of Molecular and Cellular Pathology of Alcohol
at the Principe Felipe Research Centre (CIPF) have highlighted the role of alcohol in the activation
of the TLR receptor pathway in astroglia and microglia cultures. Specifically, ethanol can
stimulate the TLR4 receptor pathway, leading to signalling of transcription factor NF-»B and the
subsequent release of cytokines and other inflammatory mediators, such as TNF-a or IL-1p.
Currently, research experiments use a large number of laboratory animals, making it essential to
plan a good experimental design and reduce the number of animal models, without affecting the
validity and reproducibility of the data. Therefore, the aim of this work is to compare a traditional
protocol for primary astrocyte culture with an implementation based on astrocyte passaging. For
this purpose, the experimental design is based on RT-qPCR and immunofluorescence analysis of
inflammatory markers related to the TLR4 receptor stimulation pathway, observing their
expression levels in ethanol and lipopolysaccharide (LPS)-treated cultures. Preliminary data show
that ethanol alters the expression patterns of the inflammatory markers studied in the traditional
culture, but not in the alternative cultures, so it can be concluded that future experiments are

needed to determine the significance of the results obtained and to implement the cultures.
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1. INTRODUCCION

1.1 El sistema neuroinmune y las células de la glia

El sistema nervioso central (SNC), formado por el cerebro y la médula espinal, estd compuesto
por varios tipos celulares, entre ellos neuronas y células de la glia, las cuales incluyen
principalmente microglia, astroglia y oligodendroglia. Las células gliales presentan un alto grado
de diversidad y son componentes fundamentales del SNC, regulando muchas funciones
cerebrales, entre ellas actividad neuronal, funcién endocrina y desarrollo del propio SNC (Miller
et al., 2017, Pascual et al., 2020). Del mismo modo, mantienen la homeostasis, el equilibrio
metabdlico y eliminan desechos celulares, todo ello para establecer un correcto funcionamiento

de las complejas redes neuronales (Pdsfai et al., 2019).

Por otro lado, los oligodendrocitos también tienen una funcién destacada en el SNC y expresan
factores de crecimiento, afectando a la supervivencia de neuronas y sirviéndoles como apoyo
tréfico. Ademads, forman vainas de mielina en torno a los axones de mdltiples neuronas (Figura

1) (Du y Dreyfus, 2002).
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Figura 1. Esquema de la organizacion de los tipos celulares del sistema nervioso central (SNC), donde las células
gliales dan apoyo tréfico a las neuronas, manteniendo su entorno (Figura adaptada de Molnar y Gair, 2015)

El sistema neuroinmune en el SNC consta, ademas de la barrera hematoencefilica, de células
especializadas que responden a amenazas que perturban el microambiente neuronal y participan
en sefializacién neuroinmune. Estas células son la microglia, la astroglia y mastocitos, aunque
también se ha demostrado que células del sistema inmune como macréfagos o monocitos pueden

extravasarse al SNC durante la respuesta inmune (Talbot et al., 2016, Jassam et al., 2017).



El sistema neuroinmune tiene como funcién proteger al SNC frente a patdgenos. Para ello, se
encarga del mantenimiento de la barrera hematoencefélica, interviene en la neuroinflamacién y
reparacion de tejidos (Nasr et al., 2019). En algunos casos, se ha visto que puede participar en la
etiologia de ciertas patologias, perdurando en un estado inflamatorio crénico, con problemas en
la plasticidad celular y fisioldgica (O’Reilly et al., 2020). El sistema neuroinmune también cuenta
con mastocitos, otro tipo celular que desempefa funciones en procesos fisioldgicos y patoldgicos.
Estas incluyen defensa contra agentes infecciosos, presentacién antigénica y reclutamiento de

linfocitos, asi como angiogénesis y remodelacion tisular (Forsythe, 2019).

Astrocitos y microglia poseen una coordinacion entre ambos a la hora de realizar sus funciones,
siendo células equiparables a macréfagos y células estromales de otros 6rganos respectivamente.
(Vainchtein y Molofsky, 2020). Mientras que la microglia se activa para ejercer su actividad
fagocitica, los astrocitos se hipertrofian para reforzar la barrera hematoencefalica, formar una
barrera fisica y mantener la homeostasis y la integridad estructural del cerebro. (Liu et al., 2020).
Estudios realizados con modelos murinos sugieren que la microglia constituye una primera linea
de defensa, mientras que los astrocitos liberan mediadores inflamatorios que ayudan a la microglia
y pueden formar cicatrices gliales, limitando el dafio en la zona afectada (Matejuk y Ransohoff,

2020).

1.2 Los PRRs y la neuroinflamacion

1.2.1 Receptores de Reconocimiento de Patrones (PRRs)

Los procesos inflamatorios del sistema neuroinmune presentan una serie de receptores
especializados en detectar patdgenos, los cuales son conocidos colectivamente como PRRs
(Receptores de Reconocimiento de Patrones). Pueden encontrarse en citoplasma, endosomas,
membrana plasmatica o suero. Dentro de los mismos, destacan los receptores de tipo Toll (TLRs),
los receptores de tipo RIG (RLRs) y los receptores de tipo NOD (NLRs) (Vidya et al., 2018).
Estos PRRs actian como sensores ante condiciones de estrés, lesiones tisulares e invasion
patogénica. Por tanto, son capaces de reconocer sefiales DAMPS (Patrones Moleculares
Asociados a Peligro), las cuales engloban componentes de células apoptéticas que actiian como
seflales enddgenas de estrés; y seflales PAMPs (Patrones Moleculares Asociados a Patégenos),
las cuales son expresadas por patdégenos o microbios invasores y comprenden lipidos,

lipoproteinas, dcidos nucleicos y/o proteinas (Kawasaki y Kawai, 2014).



La familia de los receptores Toll-like (TLR) es una familia de proteinas que comprende un amplio
abanico de tipos de receptores capaces de detectar diferentes conjuntos de PAMPs y DAMPs. Se
han descrito 10 TLRs en humano (1-10) y 12 en raton (1-13) (Figura 2), con gran conservacion
evolutiva entre ambos (Nie et al, 2018). Los TLRs son derivados de una familia de genes Toll y
las sefiales que reciben permiten producir sintesis y secrecion de factores de transcripcion y
citocinas proinflamatorias (El-Zayat et al., 2019). Como se observa en la Figura 2, estos
receptores ejercen multiples funciones, siendo una de las mas relevantes la activacion del factor
de transcripcién NF-xB y produccion de factores de crecimiento como IL-1f3, TGF-3 y TNF-a.
Entre ellos, destaca el receptor TLR4, implicado en la estimulacion de la respuesta inmune y que

reconoce al ligando LPS (lipopolisacarido).

NFxB Signaling
IRF Signaling

Figura 2. Esquema de los receptores de tipo Toll (TLRs), donde se observa tanto la localizacion como la
sefializacion de los mismos, una vez se unen a sus ligandos, activando factores de transcripcion especificos como
NF-xB (Figura adaptada de Ibrahim et al., 2020)

La expresion de TLRs puede variar entre tipos celulares, dependiendo de la especie, del estado de
activacion y de la autorregulacion debida a la sefializacion de éstos (Jack er al, 2005). Los TLRs
actian como homodimeros o heterodimeros con otros TLRs, reconociendo distintos tipos de

PAMPs (Zhang et al., 2002).

La transduccién de la sefial de TLRs es compleja y dependiente de la presencia de correceptores
y proteinas accesorias, regulando las rutas de sefializacion iniciadas por cada receptor (Kawasaki
y Kawai, 2014). Cuando los TLRs detectan patdgenos invasores, se unen a estos ligandos,
formando el complejo TLR-PAMP. Asi se produce una dimerizacion de los TLR que induce una
cascada de sefalizacion con el objetivo final de incrementar la expresion de genes de citocinas,
interferén, quimiocinas, complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), entre otros, aumentando
funciones efectoras de fagocitosis y presentaciéon de antigenos a células T (Arumugam et al.,

2008).



1.2.2 Neuroinflamacién

La neuroinflamacion se describe como una respuesta inflamatoria producida en el cerebro y la
médula espinal, la cual estd mediada por la produccién de una serie de mediadores inflamatorios:
citocinas, quimiocinas y especies reactivas de oxigeno (ROS), entre otros. Esta respuesta es
dirigida contra elementos patogénicos que pueden afectar la homeostasis del SNC y se ha
relacionado con procesos como infiltracién de macréfagos/linfocitos, activacion glial,

desmielinizacion y pérdida axonal (Pittock y Lucchinetti, 2007, Morales et al., 2016).

La neuroinflamacién es un proceso fisiolégico que cumple un papel protector en el SNC. Sin
embargo, una respuesta inflamatoria prolongada debida a un estimulo constante o a la
imposibilidad de su resolucién, puede tener efectos perjudiciales para el organismo (Dokalis y
Prinz, 2019). El grado de dafio neuroinflamatorio depende de la duracidn, del contexto y de la
estimulacién que se produzca. Por ejemplo, la neuroinflamacién puede llevar desde el
reclutamiento de células inmunes hasta la muerte celular (DiSabato et al., 2016). Esta
sobreactivacion de sefiales neuroinmunes puede deberse a la exposicion a factores ambientales o
la formacion de factores enddgenos, tales como patégenos, toxinas, estrés y agregados de

proteinas (Pascual et al., 2020).

La produccion de los mediadores inflamatorios es llevada a cabo por células gliales residentes
activadas del SNC: microglia y astroglia (Norden et al.,2016). En condiciones fisioldgicas, estas
células se encuentran en un estado quiescente, caracterizado por la secrecion de niveles bajos de
citocinas, y la liberacion controlada de neurotransmisores y hormonas. Asimismo, estas células
regulan rutas de comunicacion entre neuronas y otras estructuras cerebrales, asi como funciones

en procesos neuroinflamatorios de vigilancia inmunitaria (Lian y Zheng, 2016).

En respuesta a una exposicion frente a DAMPs o PAMPs, estas células se activan, alternando su
morfologia y funciones, y siendo capaces de producir mediadores inflamatorios. Por tanto, la
inflamacién presenta un papel causal muy importante en la patogénesis de enfermedades
neurodegenerativas como las lesiones cerebrales traumdticas y accidentes cerebrovasculares,

entre otros.

Dentro de la neuroinflamacion, estudios previos han observado una regulaciéon de la funcién
génica mediada por microRNAs (miRNAs). Estos oligonucleotidos conforman una clase de
RNAs pequefios no codificantes que regulan negativamente la expresion génica, interfiriendo con

la regiéon 3° UTR de RNAs mensajeros y promoviendo su degradaciéon o bloqueando su



traduccién, dependiendo del grado de complementariedad (Su et al., 2019). Normalmente, los
genes son transcritos por la RNA polimerasa II, en forma de una estructura stem-loop. Estos
miRNAs pueden ser regulados a nivel transcripcional y también en los diferentes pasos de su
biogénesis (Slota y Booth, 2019). Asimismo, pueden ser liberados por las células a partir de
vesiculas extracelulares, tales como exosomas, por lo que miRNAs (presentes en diversas

enfermedades) pueden participar en la comunicacion intercelular (Bayraktar et al., 2017).

1.3 El alcohol y la respuesta neuroinflamatoria

El alcohol es una droga psicoactiva ampliamente integrada en la sociedad actual. Derivado directa
o indirectamente de su consumo, se producen cada afio 3 millones de muertes a nivel mundial. El
consumo de alcohol es considerado un factor relevante en mas de 200 lesiones y enfermedades,
incluyendo trastornos mentales, cirrosis hepdtica, enfermedades cardiovasculares y algunos
canceres. El interés por el consumo compulsivo de alcohol (binge-drinking) ha aumentado en las
dltimas décadas, siendo especialmente comtn en los jévenes desde la adolescencia hasta la edad
adulta temprana (Lannoy et al., 2021). Especialmente, estos patrones de binge-drinking suponen
que el 13,5% de muertes en este grupo sean atribuibles al alcohol (Informe sobre la Situacién
Mundial sobre el Alcohol y la Salud, Organizacién Mundial de la Salud, 2018). Como se muestra
en la Figura 3, un elevado nimero de muertes debidas a enfermedades digestivas y

cardiovasculares, ademas de diabetes, son atribuibles al alcohol.

18%
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Figura 3. Porcentaje de muertes atribuibles al alcohol por categoria de enfermedad en individuos alcohdélicos
(Figura adaptada del Informe sobre la Situacién Mundial sobre el Alcohol y la Salud, Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), 2018).



Estudios han demostrado que el alcohol tiene un impacto significativo en el sistema neuroinmune,
contribuyendo a la adiccidn, asi como a la expresion de factores neuroinmunes que modulan

funciones cerebrales, tales como actividad neuronal y desarrollo del SNC (Cui et al., 2014).

En los ultimos afos, se ha demostrado que el consumo de alcohol produce una respuesta
neuroinflamatoria mediante la activacion del anteriormente nombrado TLR4 (Blanco et al., 2005,
Fernandez-Lizarbe et al., 2008). Esta respuesta inflamatoria inducida por el consumo de alcohol
desemboca en dafio y muerte celular. El mecanismo por el cual el alcohol es capaz de activar este
receptor transmembrana no estd totalmente esclarecido, pero estudios del Laboratorio de
Patologia Celular y Molecular del Alcohol indican que podria estar haciéndolo mediante la
movilizacion de balsas lipidicas, las cuales favorecerian la dimerizacién y activacion del TLR4

(Blanco et al., 2008, Fernandez-Lizarbe et al., 2008).

El alcohol es un compuesto neurotoxico que puede inducir cambios estructurales, moleculares y
morfologicos a nivel cerebral. Por ello, un abuso cronico excesivo de alcohol deteriora la
transmision de sefiales neuronales (Alfonso-Loeches et al., 2012). También se ha demostrado que
patrones de binge-drinking de alcohol estan asociados con una alteracion de la plasticidad
sinaptica y un deterioro de las fibras de mielina. Se ha visto que estos efectos no ocurren en
animales knock-out para el TLR4, poniendo de manifiesto el importante papel que éste cumple en

los efectos neurotdxicos asociados al consumo del alcohol. (Montesinos et al., 2015).

1.4 El uso de animales

Actualmente, el uso de animales de experimentacion ha beneficiado a la investigacién en
multiples dreas, siendo los ratones y otros roedores el 95% de animales utilizados. Esto se debe
tanto a las similitudes anatomicas como los procesos y mecanismos fisioldgicos internos que
comparten con los humanos (Rai y Kaushik, 2018). Los estudios con animales consumen muchos
recursos debido a la puesta a punto de éstos: se necesitan varios individuos adultos para el
apareamiento, junto con el periodo de gestacién de las hembras, por lo que los animales son

mantenidos durante largos periodos de tiempo.

1.4.1 Situacién actual respecto al nimero de animales de laboratorio utilizados

Alrededor de 115 millones de animales al afio son utilizados en experimentos de laboratorio.
(Taylor et al., 2008). Su uso es esencial para el avance de nuevas tecnologias y el desarrollo de

medicamentos. Todo ello requiere resultados de experimentaciéon animal para poder otorgar



permisos y autorizaciones, con el objetivo de realizar ensayos clinicos de diversos medicamentos

e investigaciones para el descubrimiento de farmacos (Rai y Kaushik, 2018).

Actualmente, hay una gran problemdtica en el uso de animales en los laboratorios de
investigacion. En algunos casos, no se comprueba la validez de resultados publicados, los cuales
no son reproducibles debido a varios factores (modelos animales mal validados, uso de estadistica
inapropiada, error sistematico, entre otros) y los animales usados en estas investigaciones no
concluyentes son desaprovechados. De hecho, durante la dltima década, el porcentaje de validez
cientifica de los datos de investigaciones biomédicas no ha sido muy elevado, evidencidndose una
escasa reproducibilidad de los experimentos y problemas a la hora de plantear disefios

experimentales con modelos animales (Wiirbel, 2017).

Por este motivo, las investigaciones cientificas requieren de justificacién en sus planteamientos
experimentales cuando se utilizan animales, en parte también por las exigencias de la sociedad
general en cuestiones éticas y morales. Esta justificacion debe estar basada en la adopcién de las
3Rs (Reemplazo, Reduccion y Refinamiento), concepto desarrollado por Russell y Burch, que
tiene un beneficio directo sobre la calidad de los datos (Sneddon et al., 2017). El reemplazo
implica el uso de alternativas distintas a los animales, la reduccidén hace referencia a la
minimizacién del nimero de animales para alcanzar los objetivos de los experimentos y el
refinamiento implica mejorar el bienestar de los animales y reducir la invasividad de las técnicas

utilizadas (Russell y Burch, 1959).

1.4.2 Necesidad de reduccién y planificacién de un buen disefio experimental

En concreto, la necesidad de reducir el nimero de animales utilizado es esencial a la hora de
plantear el disefio experimental y garantizar una reproducibilidad de los datos. Por ejemplo, una
revision de estudios clinicos en oncologia puso de manifiesto que unicamente 6 de 53 estudios
mostraron resultados reproducibles, mientras que otra pudo comprobar que existian bastantes

discrepancias en los resultados obtenidos (Begley y Ellis, 2012).

Todos estos datos generaron la necesidad de documentar los resultados de experimentacién
animal y conllevaron a desarrollar las directrices ARRIVE (Animal Research: Reporting In Vivo
Experiments). Estas directrices pretenden garantizar descripciones completas y transparentes del
uso de especies vivas, asi como describir investigaciones comparativas entre laboratorios. En
concreto, estas directrices recogen 20 elementos con informacién sobre investigaciones con

animales (como la especie, el sexo, la cria y antecedentes genéticos, entre otros). (Kilkenny et al.,



2010). Sin embargo, estudios recientes pueden haber demostrado falta de informacién en cuanto
al establecimiento de estas directrices, especialmente relevantes a la aleatorizacion, justificacion
del tamafio de la muestra y caracterfisticas de animales. Es por ello que ha surgido una mejora en
estas directrices, llamada ARRIVE 2.0, con criterios de inclusién y exclusién, registro de
protocolos, disefio experimental cuidadoso y acceso a datos de otros laboratorios (Percie du Sert

et al., 2020).

El célculo del nimero de animales utilizados en experimentacion es una practica esencial a la
hora de planificar cualquier experimento, siendo necesario para evaluar la estadistica de los datos
experimentales obtenidos. De este modo, estos resultados serdn veraces y representativos, con el
objetivo de maximizar la informacién disponible de cada animal (Kilkenny et al., 2010). En
consistencia con lo anterior, el bienestar animal queda vinculado a la calidad de los datos de
investigacion, de tal manera que los resultados obtenidos puedan ser reproducibles en futuros

estudios.



2. OBJETIVOS

Estudios realizados en el Laboratorio de Patologia Celular y Molecular del Alcohol del CIPF
utilizan de manera habitual cultivos primarios de astrocitos corticales de crias de ratén. Ello
conlleva el uso de una gran cantidad de animales de laboratorio, lo que requiere de una mejora

del protocolo con el fin de reducir este niimero.

El objetivo de este trabajo se basara en realizar una comparativa entre un protocolo tradicional de
cultivo primario de astrocitos con respecto a uno nuevo, basado en el pase de cultivos de
astrocitos. La hipdtesis del presente estudio consiste en demostrar si este nuevo procedimiento de
cultivo basado en pases permite obtener unos resultados reproducibles al protocolo tradicional,
con el fin de implementarse como prictica comun en el laboratorio, reduciendo asi el nimero de

animales de experimentacion utilizados.

Para demostrar esta hip6tesis, nos planteamos los siguientes objetivos:

1. Se realizardn en paralelo cultivos de astrocitos segtin el protocolo tradicional y segtn el

protocolo alternativo, recibiendo los mismos tratamientos.

2. Se observard, mediante técnicas de inmunofluorescencia, la calidad y pureza de ambos

tipos de cultivos.

3. Se llevaran a cabo técnicas de RT-qPCR de una serie de genes inflamatorios y
microRNAs relacionados con la respuesta inmune como control positivo de respuesta al

tratamiento.

4. Se comparardn los resultados obtenidos de ambos cultivos, evaluando patrones de
respuesta y efecto de los pases sobre los astrocitos, teniendo como objetivo final la

reduccidn del uso de animales de laboratorio.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Animales de experimentacién

Para el desarrollo del presente trabajo, se han utilizado crias de ratén de fenotipo silvestre o wild
type (WT) de la cepa C57BL/6. Los animales utilizados para este estudio se criaron bajo estrictas
condiciones SPF (zona libre de gérmenes y patégenos especificos), fotoperiodo de 12 horas de
luz y 12 horas de oscuridad, una temperatura de 23 °C y humedad en torno al 60%. Los animales
se mantuvieron con una dieta sdlida ad libitum y agua. Después del apareamiento, las hembras
prefiadas se separaron en cajas diferentes durante la etapa de gestacion, para evitar periodos de

estrés.

Una vez se produjo el nacimiento de las crias de raton, éstas se sacrificaron mediante decapitacion,
para poder realizar el cultivo de astroglia. Los experimentos con uso de animales se han llevado
a cabo siguiendo las directrices establecidas por la Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo
y el Real Decreto 53/2013 de 1 de febrero por el que se establecen las normas bésicas aplicables
para la proteccion de los animales utilizados en experimentacién y otros fines cientificos, junto
con la autorizacion de la Fundacién Centro de Investigacion Principe Felipe, que cuenta con un

Comité de Etica de Experimentaciéon Animal (CEEA).

3.2 Cultivo primario de astrocitos corticales

Las cortezas cerebrales de crias de raton se han empleado para obtener los cultivos primarios de
astrocitos utilizados en este estudio. La Figura 4 muestra todo el proceso del disefio experimental

en rasgos generales, desde la gestacion de las hembras hasta la extraccién de RNA de las muestras.

En la cabina de flujo laminar vertical, con condiciones efectivas de esterilidad, se realizé la
decapitacion y se disecciond el craneo. Después, se escindid el cerebelo y se separaron ambos
hemisferios. Las cortezas cerebrales se depositaron en placas de 5 mL, las cuales contenian Medio
Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM). Todo ello se recogié con una pipeta de 10 mL estéril
y se deposité en un tubo de cristal, donde se aspir6 el cultivo 10 veces para realizar una
disgregacion mecanica eficiente. Una vez pipeteado, el extracto celular se agité durante 1 minuto
en un vortex (MS2 Minishaker IKA) a maxima velocidad, permitiendo la muerte de neuronas, las
cuales no crecen en el cultivo. Posteriormente, se filtraron las células a través de una malla de

nylon estéril con un tamafio de poro de 90y m.
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Figura 4. Representacion esquematica del disefio experimental del trabajo.

Las células se depositaron sobre un medio completo, el cual contenia DMEM suplementado con
suero bovino fetal (FBS) al 20%, 1% glutamina (2mM), 1% glucosa (1g/L) y 1% antibiético
(100U/mL penicilina/estreptomicina). Los astrocitos se sembraron en placas de 5SmL (los
correspondientes al cultivo tradicional) y en un matraz de cultivo celular de 10mL
(correspondiente al cultivo alternativo), y se cultivaron en un incubador Heracell (Heraeus) a 37°C

y al 5% de CO, /95 % de aire.

Una vez incubados los astrocitos, se procedié a cambiar el medio de cultivo cada 3-4 dias. En el
dia 7, el medio se sustituyé por un medio de diferenciacion, que contenia DMEM con 10% de
suero bovino fetal (FBS), 1% Glutamina (2mM), 1% antibidtico (100U/mL
penicilina/estreptomicina) y 1% fungizona (2.5ug/mL). La glucosa se eliminé del medio. Los

astrocitos continuaron creciendo hasta alcanzar confluencia del 90-95%.

El medio del cultivo alternativo también se cambié cada 3-4 dias. En el dia 7, estos cultivos se
sometieron al nuevo procedimiento de cultivo alternativo expuesto en los estudios realizados por
Hao Pan, donde los matraces de cultivo celular se sacudieron a 250rpm durante 4 horas para
deshacerse de la microglia y otras células menos adherentes del cultivo (Pan et al., 2012).
Después, las células se pasaron 2 veces, ya en placas de SmL. Los tratamientos correspondientes

se realizaron en el pase numero 2.
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3.3 Tratamientos de los astrocitos

Los cultivos de astrocitos se clasificaron en cinco grupos diferentes (un grupo control, otro con
etanol a 50mM, un grupo con etanol 100mM, un cuarto con LPS a 10z g/mL y un dltimo con LPS
a20pg/mL). Antes de llevar a cabo los tratamientos de etanol y LPS, los astrocitos permanecieron
8 horas en un medio de diferenciacién con albimina de suero bovino (BSA) Img/mL y sin FBS.
Esto se realiza para evitar precipitacion de proteinas del FBS al medio y atenuar el metabolismo
celular. 30 minutos antes de la recogida, se procedi6 a afiadir ATP 0,5mM a los cultivos tratados
con LPS. Pasado este tiempo, las células se recogieron y lavaron dos veces con solucién salina
tamponada con fosfato (PBS), sin Ca* ni Mg*?, siendo levantadas con un raspador. La fraccion
celular obtenida se centrifugé a 3000rpm durante 5 minutos, se elimind el sobrenadante y se

conservo el pellet a -80°C para su posterior uso.

3.4 Aislamiento total de RNA vy cuantificacién por NanoDrop

Para la extraccion de RNA, se utilizo el método 79424 TRI Reagent, basado en el uso de trizol,
cloroformo e isopropanol, siguiendo el protocolo y las instrucciones descritas por el fabricante
(Sigma-Aldrich). Este método se basa en los principios activos del fenol (el cual inhibe RNasas),
el tiocianato de guanidina como componente de la lisis, el cloroformo (que genera las diferentes
fases donde quedaran suspendidas las moléculas) y el isopropanol (que provoca el precipitado del
RNA). Seguidamente, el RNA se lavd dos veces con etanol al 75%, precipité gracias a la
centrifugacion y se resuspendié en agua desionizada con dietilpicarbonato (DEPC-H,O). A
continuacion, el RNA extraido se midi6 en un espectrofotémetro NanoDrop ND-1000, para
establecer la concentracién obtenida y su grado de pureza. Se tuvieron en cuenta las ratios
260/280nm (nivel de contaminacion de proteinas, que absorben a 280nm) y 260/230nm

(contaminacién de etanol, isopropanol u otras sustancias quimicas, las cuales absorben a 230nm).

3.5 Determinacién del nivel de expresiéon génica RT-qPCR

Para llevar a cabo la generacion de DNA complementario (cDNA) se realizé la reaccidon de
transcripcion reversa, utilizando el NZY First-Strand cDNA Synthesis Flexible Pack (NZYTech,
Lda.) partiendo de 250ng de RNA. Este kit contiene 10mM de cada dNTPs, 10X de Reaction
Buffer, 200U/uL de la enzima retrotranscriptasa, 40U/uL de Ribonuclease Inhibitor y 50ng/uL
de Random Hexamer Primers. Las condiciones del ciclo de reaccion se establecieron y son las
siguientes: 10 minutos a 25°C, 40 minutos a 50°C, 5 minutos a 85°C y 20 minutos a 37°C. Antes

del ultimo paso, tras los primeros 55 minutos, el ciclo se pausé momentdneamente para incorporar
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5U/uLL de RNasa H (para asegurar que todo el RNA que hubiese podido quedar y no ser transcrito

se eliminara). El cDNA obtenido se guardd a -20°C para su posterior uso.

A continuacion, se llevé a cabo la técnica de PCR a tiempo real (RT-qPCR) para cuantificar los
niveles de expresion relativa de los genes de estudio, relacionados con la estimulacién de las rutas
de sefializacion del receptor TLR4. En este caso, se necesitan cuantificar los datos con respecto a
un gen de referencia/control interno, el cual se estableci6 que fuera el gen PPIA (ciclofilina A),
asi como un control negativo (en el que se usé H,O en vez de cDNA). La reaccién de qPCR se
realiz6 en un LightCycler® 480 System (Roche, Mannheim, Germany). Cada muestra contenia
2,5ul AceQ gPCR SYBR Green Master Mix (Vazyme Biotech Co.,), 2ul de la muestra de cDNA
(dilucion 1:10), 0,25ul1 del cebador directo (dilucion 1:10) a 10uM y 0,251 de 10 M del cebador
reverso (dilucion 1:10) a 10uM. Tal y como se observa en la Tabla 1, se muestran los cebadores

(directo y reverso) de todos los genes analizados en la qPCR.

Tabla 1. Genes estudiados para el analisis de RT-qPCR, donde se muestra la secuencia de los cebadores (tanto
directo como reverso), asi como la temperatura de fusion (TM, melting temperature) y el tamaiio de
amplificacion de éstos.

Genes a Secuencia de los cebadores ™ Tamaio de
estudio amplificacion
PPIA Directo: CGC GTC TCC TTC GAG CTG TTT G 60.5°C
150 pb
Reverso: TGT AAA GTC ACC ACC CTG GCA CA 60.7°C
IRAK1 Directo: CGT AGCT GAC CTC GTT CAC A 56.8°C
167 pb
Reverso: GAA AAG CTG GGG AGA GGA AG 554°C
MAPKI14 Directo: GAC CGT TTC AGT CCA TCA TTC 63.3°C
99 pb
Reverso: AAC ACA TCC AAC AGA CCA ATC A 64.2°C
NF-xB Directo: TAC CCT CAG AGG CCA GAA GA 57.1°C
104 pb
Reverso: CAG TTC CGT AGG GAT CAT CG 54 .8°C
TNF-a Directo: GAA CTG GCA GAA GAG GCA CT 65.2°C
184 pb
Reverso: AGG GTC TGG GCC ATA GAA CT 62.6°C
IL-1 ﬂ Directo: CTC ATT GTG GCT GTG GAG AA 63.9°C
119 pb
Reverso: TCT AAT GGG AAC GTC ACA CA 59.7°C

Para realizar el andlisis de los niveles de expresion génica de los genes analizados se utilizé la
férmula de Pfaffl, la cual tiene en cuenta la eficiencia de la reacciéon de qPCR. En este caso se
relaciond la eficiencia elevada al ciclo en el que se expresa el gen de estudio dividido entre la
eficiencia elevada al ciclo en el que se expresa un gen de referencia o housekeeping, PPIA en este
caso (Pfaffl, 2001). Todo ello se ve reflejado en la Ecuacion 1, donde E se corresponde con la

eficiencia de los cebadores utilizados y Ct con el nimero de ciclos (Cycle Threshold).
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E ACtgen de estudio(control-muestra)
( gende estudio)

Ratio =
(E ACtgen de referencia (control—muestra)

gende referencia)

Ecuacion 1. Féormula de Pfaffl para llevar a cabo el analisis de expresion diferencial de los genes a estudio, donde
E se corresponde con la eficiencia de los cebadores utilizados y Ct con el nimero de ciclos (Cycle Threshold)
(Ecuacién adaptada de Pfaffl, 2001).

3.6 RT-gPCR de microRNAs

Para la realizacion del ensayo de miRNAs se utiliz el TagMan® Advanced miRNA cDNA
Synthesis Kit de Applied Biosystems, partiendo de 100ng de muestra de RNA. Este protocolo se

dividi6 en cuatro etapas.

En primer lugar, se llevé a cabo la reaccién de poliadenilacién (afiadir una cola poli(A); Poly(A)
tailing reaction). Para ello, se prepar6é un mix con /0X Poly(A) Buffer, ATP, Poly(A) Enzyme,
junto con agua libre de RNasas y la muestra correspondiente. En todos los pasos se produjo una
centrifugacién para mezclar el mix con la muestra correspondiente y todas las reacciones se
realizaron de nuevo en un LightCycler® 480 System (Roche, Mannheim, Germany). Las
condiciones del ciclo de reaccion se establecieron y son las siguientes: 45 minutos a 37°C
(reaccion de poliadenilacién) y 10 minutos a 65°C. La reaccion se paré a 4°C para proceder con

el siguiente paso.

Este paso consisti6 en realizar la reaccion de ligacion del adaptador. Para ello, se prepard un mix
con 5X DNA Ligase Buffer, 50% polietilenglicol (PEG) 8000, 25X Ligation Adaptor, RNA ligasa
y agua libre de RNasas. El mix se centrifugd junto con el producto obtenido de la reaccién de
poliadenilacién. A continuacion, se llevo a cabo la reaccion de ligacion durante 60 minutos a
16°C. El proceso se interrumpi6 de nuevo a 4°C para proseguir con el paso de la reaccion de
transcripcion reversa. La reaccién requiere de nuevo el uso de un mix compuesto por 5X RT
Buffer, 25mM de cada ANTP, 20X de cebadores universales de RT, /10X RT Enzyme Mix y agua
libre de RNasas. La reaccion prosiguié durante 15 minutos a 42°C (reaccion de transcripcién), y

después 5 minutos a 85°C (la reaccion se detuvo), antes de pararse de nuevo a 4°C.

El dltimo paso consistid en llevar a cabo la reaccidén de amplificacion miR-Amp, la cual requiri6
de un mix formado por 2X miR-Amp Master Mix, 20X miR-Amp Primer Mix y agua libre de
RNasas. Este mix se afiadié al producto de la reaccion de PCR y se establecid el siguiente
procedimiento: 1 ciclo de 5 minutos a 95°C (para activar la enzima) 14 ciclos de 3 segundos a

95°C (para realizar la desnaturalizacién) y 30 segundos a 60 °C (para realizar la extension
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(annealing). Después, se prosiguié con 1 ciclo de 10 minutos a 99°C (para detener la reaccion) y

se par6 a 4°C, donde el producto obtenido se almacend a -20°C para su posterior uso.

A partir de este momento se llevo a cabo la técnica de PCR a tiempo real (RT-qPCR), donde se
estudiaron 3 miRNAs que se pueden observar en la Tabla 2. Como miRNA de referencia se utilizé
el miR-181a-5p, debido a su amplia expresion en tipos celulares y su conservacion a lo largo de
la evolucioén (Indrieri et al., 2020). La reaccién de qPCR se realizé en un LightCycler® 480
System (Roche, Mannheim, Germany). Cada muestra contenia 2,5ul TagMan Fast Advanced
Master Mix (2x), 2ul de la muestra de cDNA (después de realizar la reacciéon miR-Amp), 0,25u1
de 20X Advanced miRNA Assay y 0,25u1 de agua libre de RNasas.

Tabla 2. Datos de los microRNAs utilizados en el analisis de qPCR, donde se muestra la secuencia de estos y su
localizacion cromosémica.

miRNAs Secuencia del miRNA Localizacion cromosémica

Chr.9: 124692442 -
hsa-miR-181a-5p =~ AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU 124692551 [+] on Build

GRCh 38

Chr.17: 59841266 -
hsa-miR-21-5p UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA 59841337 [+] on Build

GRCh 38

Chr.5: 160485352 -
hsa-miR-146a-5p ~ UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU 160485450 [+] on Build

GRCh38

Chr.11: 122099757 -
hsa-miR-125b-5p UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA 122099844 [-] on Build

GRCh38

Para realizar el andlisis de los niveles de expresion génica de los miRNAs analizados se utilizé
la férmula de Pfaffl, igual a la que se usé para estudiar los genes analizados de la qPCR (Ecuacion
1). En este caso se relaciond la eficiencia elevada al ciclo en el que se expresa el miRNA de
estudio dividido entre la eficiencia elevada al ciclo en el que se expresa el miRNA de referencia,

siendo el miR-181a-5p el utilizado en este caso.
3.7 Inmunofluorescencia
En relacion con la técnica de inmunofluorescencia, se realizé un andlisis de la proteina dcida

fibrilar glial (GFAP) y la molécula adaptadora de unién al calcio ionizadol (IBAT) en los tres

pases del cultivo alternativo: Pase O (Control), Pase 1 y Pase 2. Las muestras se depositaron en
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una placa de 12 pocillos con fondo de didmetro 2,26 y se sembraron encima de un cubreobjetos

de cristal, el cual se encontraba en el fondo del pocillo.

A continuacion, tras realizar lavados con PBS, se procedio a fijar las células sobre el cubreobjetos,
mediante el uso de paraformaldehido al 4% en PBS. Seguidamente, se permeabilizaron utilizando
0,25% de Triton X-100, y posteriormente se bloquearon en 3% BSA durante 30 minutos. Después,
se incubaron con el anticuerpo primario correspondiente durante toda la noche a 4°C. En la Tabla
3 se observan los anticuerpos primarios y secundarios utilizados para el experimento de

inmunofluorescencia.

Al dia siguiente, se lavaron las muestras con 0,1% de Nonil Fenoxipolietoxietanol 40 (NP-40) 3
veces, y se incubd con el anticuerpo secundario correspondiente, ya en condiciones de oscuridad.
Finalmente, se lavé con PBS de nuevo y se procedié a incorporar 4°, 6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) en dilucién 1:20000 durante 10 minutos en oscuridad. Tras lavar de nuevo, se procedid
al montaje del portaobjetos. Para ello, se deposité una gota de mounting fluid (Fluor Save
Reagent, Calbiochem) sobre el portaobjetos, por un lado, y los cristales se despegaron de los
pocillos. La superficie con las células se posiciond sobre el mounting fluid, de manera que el
cubreobjetos qued6 sellado. El proceso ser realizé en condiciones de oscuridad y los portaobjetos

se guardaron a 4°C para su posterior uso.

Tabla 3. Datos de los anticuerpos primarios y secundarios utilizados para la técnica de inmunofluorescencia,
con el detalle de la dilucién a la que se usaron, el huésped, la casa comercial y la referencia.

Anticuerpo anti- Dilucién Huésped Casa comercial Referencia
GFAP 1:1000 Ratén Sigma-Aldrich G3893

IBA1 1:500 Conejo Wako Chemicals 019-19741
Alexa Fluor 488 1:2000 Ratén Life Technologies A31571

donkey anti-mouse

Alexa Fluor 633 1:2000 Conejo Life Technologies A11008
goat anti-rabbit

Para realizar la cuantificacion de las muestras de fluorescencia, se utiliz6 el microscopio ZEISS
APOTOME, a partir del cual se obtuvieron una serie de imdgenes, las cuales se procesaron
utilizando el software ZEN Microscopy. La fluorescencia de los anticuerpos secundarios Alexa
Fluor 633 goat antirabbit IgG (Life Technologies) y Alexa Fluor 488 donkey anti-mouse IgG
(Life Technologies) se detecté gracias al uso del microscopio confocal LEICA TCS SP8 MP.
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3.8 Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de las muestras obtenidas y la obtencion de las graficas mostradas en el
apartado de resultados se realizaron utilizando el programa GraphPad Prism 9.0, tanto en la RT-
gPCR, como en inmunofluorescencia y la qPCR de miRNAs. Los datos se representaron
utilizando la media obtenida de las diferentes muestras junto con el error + SEM (Error Estandar
de la Media) y N = 3. Del mismo modo, se procedié a realizar un andlisis one-way ANOVA sobre
las muestras, seguido por la prueba Bonferroni de comparativas multiples. Todo ello con el

objetivo de intentar establecer significancias estadisticas en los datos.
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4. RESULTADOS

4.1 La poblacién de astrocitos se mantiene constante en los sucesivos pases de cultivo

Como se ha comentado previamente, las muestras del cultivo alternativo se sometieron a
diferentes pases, realizdndose los tratamientos en el pase nimero 2. El objetivo consistia en
determinar si el porcentaje de astrocitos variaba conforme se realizaban los pases. Para ello, se
realizé una incubacion de las muestras con GFAP e IBA1 (detallado en la seccién de Materiales

y Método).

DAPI (4’, 6-diamidino-2-fenilindol) es un marcador de DNA que se fija en el surco menor de
secuencias ricas en adenina y timina del DNA, siendo uno de los fluorocromos mds usados en
microscopia de fluorescencia (Kapuscinksi., 1995). En las imégenes de la Figura 5 podemos
observar varios nicleos, indicando la presencia de células en la poblacién de los cultivos y la

eficacia de DAPI.

DAPI GFAP IBA1 MERGE

Control

D Células positivas
para GFAP

9x10™ =

8x107

7x107"

6x10"

Intensidad de fluorescencia

Pase 2

5x107 =

Figura 5. Estudio de inmunofluorescencia de los astrocitos del cultivo alternativo. Imédgenes de microscopia de
fluorescencia de astrocitos cultivados en Pase 0/Control (A), en Pase 1 (B) y en Pase 2 (C). En azul, la sefial DAPI (4°,
6-diamidino-2-fenilindol), marcador de nicleos. En verde, la sefial GFAP (proteina 4cida fibrilar glial), marcador de
astrocitos. En rojo, la sefial de IBA1 (molécula adaptadora de unién al calcio ionizado 1), marcador de microglia. La
ultima columna (Merge) se corresponde con la unién de las tres imdgenes anteriores. D) Gréficas de barras del
porcentaje de células positivas para GFAP con respecto al Pase 0/Control, Pase 1 y Pase 2. Datos representados con
media + SEM, N = 3. Estadistica realizada mediante un andlisis one-way ANOVA seguido de una prueba de Bonferroni
para comparativas multiples.



La proteina 4cida fibrilar glial (GFAP) es uno de los marcadores mds importantes de la activacion
de astrocitos, considerada como filamento intermedio de los mismos y que presenta hasta 10
isoformas distintas. Ademds, es capaz de reorganizarse en un sistema complejo junto con
vimentina y nestina (Hol y Pekny, 2015). Como podemos observar en la Figura 5, la presencia y
los niveles de GFAP son relativamente similares entre el control y los diferentes pases. En el
control, el porcentaje de astrocitos en la poblacion es de 73%, mientras que en el Pase 1 se
corresponde con 67% y en el Pase 2 con 65%. Gracias a la estadistica utilizada, el analisis
mediante one-way ANOV A nos indica que las diferencias no son significativas. De igual manera,
es interesante destacar que se produce una ligera disminucion del porcentaje de células positivas

para GFAP en los diferentes pases con respecto al control.

También se evalud la presencia en los cultivos de IBA1, el cual es un marcador disponible para
detectar la presencia de microglia. En concreto, IBA1 (molécula adaptadora de unién al calcio
ionizado 1), media sefiales de calcio en linaje monocitico y microglia (Lafrenaye et al., 2020). En
relacion a las imdgenes obtenidas de la Figura 5, observamos una presencia minima de este
marcador en las poblaciones del control y los pases. Si nos fijamos en la grifica de barras, el
control presenta un 27% de poblacion no astrocitica, mientras que en el Pase 1 es de 33% y en el
Pase 2 de 35%. Podemos observar como la poblacién de microglia aumenta entre un grupo y el
siguiente, pero de nuevo este aumento no es significativo, por lo que los cultivos estdn

enriquecidos en astrocitos y el método de agitacion permitio aislar eficientemente los mismos.

4.2 El etanol no tiene efecto sobre la activacion de las rutas de sefializacion de TLR4 en

los cultivos alternativos

Estudios previos han determinado como el etanol puede inducir procesos inflamatorios a través
de la activacion de la via de sefializacion del receptor TLR4 (Blanco et al.,2008). Para determinar
y comparar los dos tipos de cultivo celular en funcién de la capacidad de activar la ruta del
receptor TLR4 en respuesta al etanol, éstos se estimularon a diferentes concentraciones (detallado
en Materiales y Método). Los experimentos realizados han tenido como objetivo evaluar el nivel
de expresién de diferentes marcadores relacionados con neuroinflamacién, en cultivos de
astrocitos sometidos a diferentes tratamientos. En este caso, se ha utilizado como gen control

PPIA (ciclofilina A), debido a su ubicuidad y estabilidad en tipos celulares.
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Figura 6. Estudio de la expresion diferencial de /RA K7 mediante RT-qPCR. Grificas de barras de la expresion de
los niveles de IRAK] en cultivo tradicional (A) y cultivo alternativo (B) de los 5 grupos, relativizados con respecto a
un gen control (PPIA) y representados en unidades arbitrarias (u.a.). Datos mostrados con media + SEM, N = 3.
Estadistica realizada mediante un andlisis one-way ANOVA seguido de una prueba de Bonferroni para comparativas
mdltiples.

Uno de los genes inflamatorios analizados es la quinasa 1 asociada al receptor de interleucina 1
(IRAK1), el cual estd intimamente relacionado con la ruta de respuesta del receptor TLR4. En
concreto, cuando el LPS se une al receptor TLR4, se activa una cascada de sefializacion, la cual
incluye IRAKI. Esta serin treonina quinasa activa el complejo de la MAPK, lo que a la larga
permite que NF-xB se una a la region promotora de genes diana tales como TNFa, IL-6 e IL-1f
(Mandrekar et al., 2009). Como se ve en la Figura 6, la expresion de IRAK] aumenta en los
cultivos tratados con etanol (especialmente la concentracién de etanol a 100mM), con respecto al
cultivo tradicional. Del mismo modo, la estimulaciéon con LPS aumenta ligeramente los niveles
de IRAKI con respecto al control, indicando activacién en la ruta del TLR4. En el cultivo
alternativo la situacion es distinta, y los tratamientos sobre los cultivos no aumentan los niveles

de expresion de IRAK.
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Figura 7. Estudio de la expresion diferencial de MAPK14mediante RT-qPCR. Grificas de barras de la expresion
de los niveles de MAPK 14 en cultivo tradicional (A) y cultivo alternativo (B) de los 5 grupos, relativizados con respecto
a un gen control (PPIA) y representados en unidades arbitrarias (u.a.). Datos mostrados con media + SEM, N = 3,
*p<0,05. Estadistica realizada mediante un andlisis one-way ANOVA seguido de una prueba de Bonferroni para
comparativas multiples.
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Otro marcador de especial relevancia en la estimulacion de las rutas inflamatorias causada por el
etanol es el MAPK14. Esta protefna es una quinasa activada por mitégenos, la cual se activa por
sefiales metabdlicas e inflamatorias a través de la via de las MAPK. Su activacién influye en
procesos biolégicos de proliferacion, apoptosis, senescencia, diferenciacion e inflamacién celular
(Wu et al., 2019). Tal y como se observa en la Figura 7, con respecto al cultivo tradicional, la
expresion de MAPK 14 se encuentra elevada en los tratamientos con etanol, especialmente etanol
100mM, a la vez que no se observan diferencias entre el grupo control y los tratados con LPS. La
situacion cambia con respecto al cultivo alternativo, donde la médxima expresion de MAPK14 se
observa en el control, mientras que los cultivos tratados con etanol y con LPS presentan una menor
expresion del gen. Aun asi, se observan diferencias significativas en etanol S0mM y LPS

20pg/mL.
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Figura 8. Estudio de la expresion diferencial de NF-xB mediante RT-qPCR. Griéficas de barras de la expresion de
los niveles de NF-xB en cultivo tradicional (A) y cultivo alternativo (B) de los 5 grupos, relativizados con respecto a
un gen control (PPIA) y representados en unidades arbitrarias (u.a.). Datos mostrados con media + SEM, N = 3.
Estadistica realizada mediante un andlisis one-way ANOVA seguido de una prueba de Bonferroni para comparativas
mdltiples.

El siguiente gen que se analiz6 fue el NF-%B. Este heterodimero es un factor de transcripciéon con
un importante papel en la respuesta inmune. Es conocido por ser estimulado por citocinas y
receptores inflamatorios, tales como los TLR. Se ha demostrado que el abuso de etanol puede
inducir la activacién de NF-»B y un aumento de su expresion en el cerebro (Nennig y Schank,
2017). Efectivamente, esto se puede comprobar en los resultados obtenidos y que se muestran en
la Figura 8. Si nos fijamos en el cultivo tradicional, se puede observar notablemente como los
tratamientos con etanol y con LPS aumentan los niveles de expresion de NF-xB, tal y como cabria
esperar, al producirse la unién entre el etanol o LPS y el receptor TLR4. Por otro lado, en el
cultivo alternativo se observa como practicamente los tratamientos no afectan a los niveles de
expresion de este factor de transcripcion, y se mantienen mds 0 menos constantes con respecto al

control.
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Figura 9. Estudio de la expresion diferencial de 7VF-a mediante RT-qPCR. Grificas de barras de la expresion de
los niveles de TNF-o. en cultivo tradicional (A) y cultivo alternativo (B) de los 5 grupos, relativizados con respecto a
un gen control (PPIA) y representados en unidades arbitrarias (u.a.). Datos mostrados con media + SEM, N = 3.
Estadistica realizada mediante un andlisis one-way ANOVA seguido de una prueba de Bonferroni para comparativas
mdltiples.

El siguiente marcador analizado fue el TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa), uno de los
mediadores inflamatorios por excelencia, el cual induce apoptosis y generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Brown et al., 2001). Ademas, su papel patofisiolégico en el SNC es
fundamental: es liberado de novo por astrocitos, produciendo una respuesta neuroinflamatoria
asociada con trastornos neuroldgicos (Olmos y Lladd, 2014). Los resultados mostrados en la
Figura 9 ponen de manifesto que tnicamente se produce una expresion considerable de TNF-a
en los tratamientos con LPS, especialmente aquellos del cultivo tradicional. En este caso, el
etanol 50mM y 100mM tampoco tienen una gran relevancia y la expresion de este mediador
inflamatorio no se ve excesivamente activada. Por el contrario, se confirma que los tratamientos

del cultivo alternativo no parecen tener un gran efecto sobre la expresion de mediadores

inflamatorios como el TNF-a.
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Figura 10. Estudio de la expresion diferencial de 7L-1 mediante RT-qPCR. Grificas de barras de la expresion de
los niveles de /L-1f en cultivo tradicional (A) y cultivo alternativo (B) de los 5 grupos, relativizados con respecto a un
gen control (PPIA) y representados en unidades arbitrarias (u.a.). Datos mostrados con media + SEM, N = 3,
**%p<0,0001. Estadistica realizada mediante un andlisis one-way ANOVA seguido de una prueba de Bonferroni para
comparativas multiples.
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Finalmente, uno de los ultimos genes que hemos podido analizar es el correspondiente a /L-15.
La produccién de este mediador inflamatorio acontece tras la activacion del receptor TLR4 por
LPS, y estd involucrado en diferenciacién de células innatas, asi como en la patogénesis de
enfermedades autoinflamatorias y autoinmunes ( Tilg et al., 2016). En este caso, sucede algo
similar a lo que pasaba con el marcador TNF-a. Como se aprecia en la Figura 10, los tratamientos
con LPS del cultivo tradicional muestran una expresién elevada de /L-1f, indicando que
efectivamente, el LPS ha desencadenado la ruta de activacion del receptor TLR4. Si nos fijamos
en los resultados del cultivo alternativo, de nuevo se confirma como los cultivos tratados tanto
con LPS como etanol no muestran ningtin tipo de efecto y los niveles de /L-1 no se encuentran
préacticamente diferenciados con respecto al control, excepto en el caso de etanol 50mM, donde

se produce una diferencia significativa en sus niveles con respecto al control.

4.3 Los niveles de expresion de miR-21-5p y miR-146a-5p en respuesta al etanol v LPS

Estudios previos han demostrado como los miRNAs se ven alterados en enfermedades
neurodegenerativas, donde cada uno puede regular y modificar a otros miles de mRNA (Nejad et
al.,2018). En este estudio, se han analizado tres miRNAs para observar sus niveles de expresion

cuando los cultivos son tratados con etanol.

Tal y como sucedia con los datos de qPCR, necesitamos normalizar los datos con respceto a un
miRNA control. Para este trabajo, se ha utilizado como microRNA control el miR-181a-5p,
debido a su alta conservacion a lo largo de la evolucion. Este miRNA pertenece a la familia miR-
181, la cual participa en multiples procesos de proliferacion celular, autofagia, respuesta inmune
y apoptosis (Indrieri et al., 2020). En concreto, el patrén de expresion de miR-181a-5p estd
altamente sobreexpresado en neuronas y otras células gliales en cerebro de ratén, siendo por

ejemplo importante para la supervivencia de las células Purkinjee (Schaefer et al., 2007).

Uno de los miRNAs que se han estudiado para este trabajo es el miR-21-5p. Este miRNA ejerce
funciones relevantes en astrocitos y otros tipos celulares del SNC como microglia, neuronas u
oligodendrocitos (Slota y Booth, 2019). En concreto, miR-21-5p es inducido por la sefializacion
de TLR4, desregulando los niveles de NF-xB e induciendo la presencia de IL-10. Del mismo
modo, miR-21 impide la activacion astrocitica durante etapas tempranas de astrogliosis (Bhalala

etal.,2012).
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Figura 11. Estudio de la expresion diferencial de miR-21-5p mediante RT-qPCR. Grificas de barras de la
expresion de los niveles de miR-21-5p en cultivo tradicional (A) y cultivo alternativo (B) del control y los tratamientos
utilizados, relativizados con respecto a un miRNA control (miR-181a-5p) y representados en unidades arbitrarias (u.a.).
Datos mostrados con media + SEM, N = 3. Estadistica realizada mediante un andlisis one-way ANOVA seguido de
una prueba de Bonferroni para comparativas multiples.

Como se observa en la Figura 11, los niveles de expresion del miR-21-5p son elevados cuando
se utilizan los tratamientos con LPS en el cultivo tradicional. Por el contrario, los cultivos tratados
con etanol, asi como la mejora de los mismos, no parece producir un efecto demasiado elevado
ni generar un patrén caracteristico del mismo, excepto en el caso de etanol 50mM del cultivo

alternativo, donde se observa un aumento de los niveles de miR-21-5p.
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Figura 12. Estudio de la expresion diferencial de miR-125b-5p mediante RT-qPCR. Grificas de barras de la
expresion de los niveles de miR-125b-5p en cultivo tradicional (A) y cultivo alternativo (B) del control y los
tratamientos utilizados, relativizados con respecto a un miRNA control (miR-181a-5p) y representados en unidades
arbitrarias (u.a.). Datos mostrados con media = SEM, N = 3. Estadistica realizada mediante un andlisis one-way
ANOVA seguido de una prueba de Bonferroni para comparativas multiples.

Otro de los miRNAs observados en este estudio es el miR-125b-5p, perteneciente a la familia de
miR-125. Los transcritos de este miRNA participan en metdstasis, regulacion inmunitaria y

proliferacion celular. En concreto, miR-125b-5p presenta un papel supresor de tumor en varios
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canceres de ovario, mama y pulmén, disminuyendo la migracién e invasién celular y conduciendo
a apoptosis (Yuan et al., 2018). Los resultados obtenidos, que se pueden observar en la Figura
12, muestran un aumento de la expresion de este miRNA en la mejora del cultivo con respecto al
cultivo tradicional, donde los niveles practicamente se mantienen constantes. De igual modo, no
hay una expresion excesivamente elevada del mismo comparando los tratamientos del cultivo

alternativo con respecto a su control.
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Figura 13. Estudio de la expresion diferencial de miR-146a-5p mediante RT-qPCR. Grificas de barras de la
expresién de los niveles de miR-146a-5p en cultivo tradicional (A) y cultivo alternativo (B) de los 5 tratamientos
utilizados, relativizados con respecto a un miRNA control (miR-181a-5p) y representados en unidades arbitrarias (u.a.).
Datos representados con media + SEM, N = 3, ***p<(,0001. Estadistica realizada mediante un andlisis one-way
ANOVA seguido de una prueba de Bonferroni para comparativas multiples.

Finalmente, el tercer miRNA analizado es el miR-146a-5p. Este miRNA es un regulador negativo
de inflamacién expresado en astrocitos, ademds de neuronas y microglia, el cual es inducido a
través de NF-»xB por la activacion de las rutas de sefializacién del TRL4 (Su et al., 2014). En
concreto, mIR-146a-5p se dirige a mediadores inflamatorios del complejo de sefializacion del
factor de respuesta primario de diferenciaciéon mieloide 88 (MyD88), disminuyendo Ia
sefializacion en el SNC y limitando una excesiva neuroinflamacién (Slota y Booth, 2019). Tal y
como se muestra en la Figura 13, en el cultivo tradicional, inicamente los tratamientos con LPS
consiguen aumentar la expresion de miR-146a-5p. Por otro lado, el cultivo alternativo presenta
una expresion mds elevada con respecto al cultivo tradicional. Sin embargo, dentro de este

segundo grupo, los niveles obtenidos de este miRNA con respecto al control son mds bajos.

En general, los datos obtenidos mediante la realizacion de pruebas estadisticas han resultado ser
no significativos, por lo que convendria aumentar el nimero de experimentos (mayor N) para
reducir el error obtenido y verificar si las diferencias en los niveles de expresion de los marcadores

inflamatorios estudiados son significativas o no cuando los cultivos son tratados con etanol y LPS.
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5. DISCUSION

Los resultados del presente estudio, que se ha llevado a cabo para intentar demostrar la hipdtesis
basada en un nuevo procedimiento de cultivo, centrado en el pase de astrocitos, ponen de
manifiesto que el etanol ha sido capaz de estimular las rutas de inflamacion asociadas al receptor
TLR4, aumentando niveles de mediadores y factores de transcripcién inflamatorios. Sin embargo,
no se ha logrado observar una expresion clara de los niveles de estos marcadores en los astrocitos
del nuevo procedimiento de cultivo, por lo que el objetivo del trabajo para poder reducir el uso

de animales en el laboratorio ha quedado condicionado por estos resultados.

Los astrocitos comprenden entre el 20% y el 40% de las células de la glia, siendo un tipo celular
muy heterogéneo y necesario en funciones fisioldgicas del SNC. Por ello, la alteracion de estas
funciones puede conllevar un aumento de patologias del sistema nervioso, afectando a su
homeostasis (Cohen y Torres, 2019). Estudios previos han demostrado que la exposicién al etanol
puede afectar al desarrollo funcional de astrocitos durante la maduracion glial (Guerri et al.,
1990). El alcohol induce dafio oxidativo que provoca alteraciones en astrocitos, generando
radicales libres en el cerebro y cambios en citoesqueleto (Montoliu et al., 1995). Del mismo modo,
cuando el etanol se une al receptor TLR4 desencandena una respuesta inflamatoria que produce
la liberacion de mediadores inflamatorios y causa neuroinflamacion, como se ha comprobado en
varios estudios del Laboratorio de Patologia Celular y Molecular del Alcohol (Alfonso-Loeches
et al., 2012, Fernandez-Lizarbe et al., 2013). En perspectiva, es necesario desarrollar un buen
disefio experimental para optimizar los cultivos, de manera que este trabajo se ha sostenido en

esta premisa para poder evaluar si la reduccion del nimero de animales es viable.

Con respecto a los resultados obtenidos en inmunofluorescencia, aunque éstos muestran una
ligera tendencia a la baja del porcentaje de células positivas para GFAP, la poblacién de astrocitos
se mantiene conforme se realizan los sucesivos pases y no supone un problema al no ser
diferencias significativas. Por otro lado, se ha detectado poca presencia IBA1 en comparacion con
GFAP, por lo que la agitacién a 250rpm durante 4 horas parece funcionar y elimina de forma

eficaz microglia del matraz de cultivo celular.

Centrandonos en los marcadores inflamatorios analizados en este estudio, hemos demostrado que
los tratamientos realizados sobre los astrocitos del cultivo alternativo no parecen tener ningin
efecto ni generar expresion de los mediadores inflamatorios. Por ejemplo, varios estudios han
demostrado que NF-xB, una vez activado, se une al DNA e induce la transcripcién de citocinas
proinflamatorias como TNF-o e [L-1f (Thompson y Van Eldik, 2009). Nuestros resultados

concuerdan con la bibliografia, ya que ambas citocinas presentan unos niveles de expresion muy
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bajos (independientemente del cultivo tradicional u alternativo). Esto es debido a que son
liberadas de manera constante y en niveles relativamente bajos en contraposicion con NF-xB,

cuya expresion se encuentra mucho mds elevada.

El propio pase de los astrocitos puede ser un factor a tener en cuenta a la hora de dilucidar por
qué los tratamientos no han tenido efecto, asi como el tiempo transcurrido desde que son
cultivados hasta que se realizan los tratamientos. Debemos resaltar que, en el cultivo alternativo,
pasan en torno a 22 dias desde que los astrocitos se cultivan en el matraz de cultivo celular hasta
que se realizan los tratamientos, con dos pases de por medio. Sin embargo, en el cultivo
tradicional, los astrocitos permanecen unos 12 dias en la placa de cultivo, sin producirse ningin
pase, hasta que los tratamientos se llevan a cabo. Varios estudios han demostrado que el cultivo
de astrocitos mediante pases presenta caracteristicas morfoldgicas, funcionales y moleculares de
células senescentes (lo que se conoce como astrosenescencia) en comparacion con astrocitos que
no han sufrido pases (Bang et al., 2021). Estas caracteristicas se correlacionan, entre otras, con
reduccién de mediadores inflamatorios tales como TNF-a, IL-6, IL-1f, detenimiento del ciclo
celular, alteraciones en la cromatina y morfologia alterada, entre otras (Han et al., 2020). Por
tanto, podemos sugerir que la astrosenescencia ha afectado a los cultivos que se eligieron para el
cultivo alternativo, ya sea debido a la aparicion de factores de estrés externo o disminucién de la
proliferaciéon de astrocitos (justificada en parte por la ligera bajada de la poblacién en los
resultados obtenidos en inmunofluorescencia). Los datos obtenidos implican un comportamiento
clasico en el caso del cultivo tradicional, mientras que la tendencia que puedan seguir los cultivos
alternativos es mds difusa, necesitindose mds experimentos para establecer cémo afectan los

tratamientos a los niveles de expresion de los marcadores inflamatorios a estudio.

En relacién con los resultados obtenidos con los microRNAs, la expresion de miR-21-5p es
elevada en los cultivos tratados con etanol y LPS. Esto puede deberse de nuevo al fenotipo
envejecido de los astrocitos de los cultivos alternativos. Estudios previos han demostrado que la
expresion de los niveles miR-21-5p se encuentra aumentada en vesiculas extracelulares de
cortezas cerebrales de ratones cuando se estimulan con etanol (Ibdfiez et al., 2020). Del mismo
modo, este miRNA suprime la expresion de genes que participan en los procesos de apoptosis y
se encuentra sobreexpresado en muchos cénceres derivados de células nerviosas, indicando su
papel como oncogen (Buscaglia y Li, 2011). Hemos observado resultados similares en nuestro
estudio, siendo el etanol y el LPS los responsables de activar el TLR4 e inducir la elevada

presencia de miR-21-5p.
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Otro de los miRNAs analizados es el miR-125b-5p. Estudios previos sobre este miRNA han
demostrado que la exposicidn de etanol disminuia sus niveles, asi como provocaba una reduccion
de la activacion de caspasa 3 y el retraso en el crecimiento en embriones de ratén in vivo (Chen
et al.,2015). Por tanto, los resultados que hemos obtenido, donde se observa que los tratamientos

con etanol tambien reducen la expresion de miR-125b-5p, van en corcondancia con la literatura.

Finalmente, el tercer miRNA analizado es miR-146a-5p, cuya activacién disminuye citocinas
proinflamatorias, inhibiendo /RAK . Nuestros resultados muestran que el miR-146a-5p aumenta
sus niveles de expresion en el cultivo alternativo. Esto puede correlacionarse con los niveles de
IRAK1, donde se produce una inhibicién tardia por parte de miR-146a-5p como mecanismo de
feedback negativo. De hecho, una deficiencia en miR-146a-5p puede elevar la respuesta hacia
LPS, siendo un regular clave en la tolerancia a esta endotoxina. Del mismo modo, este miRNA
previene la sefializacion de NF-xB (Lee et al., 2016). Esto pone de manifiesto el papel de este

miRNA como regulador de la inflamacién vinculada al TLR4.

Por todo ello, podemos concluir que los resultados obtenidos no pueden implementarse en futuros
experimentos y necesitarifamos realizar pruebas con mds muestras (usando una N mads elevada)
para determinar si los cultivos alternativos responden a los tratamientos con etanol y si realmente

el pase de los mismos afecta a la calidad de los resultados y provoca diferencias significativas.
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6. CONCLUSIONES

Este trabajo se ha centrado en una hipdtesis inicial basada en el uso de un nuevo procedimiento
de cultivo realizado a partir de pases de astrocitos. El objetivo final consistia en utilizar un nimero
reducido de animales de laboratorio en futuros disefios experimentales, optimizdndose asi los

cultivos. Una vez observados los resultados, podemos obtener las siguientes conclusiones:

1. La poblacién de astrocitos se ha mantenido constante conforme se han realizado los

sucesivos pases del cultivo alternativo.

2. El etanol ha aumentado los niveles de expresion de los marcadores inflamatorios /RAK/,

MAPKI14,NF-»xB, TNF-o ¢ IL-1p en astrocitos del cultivo tradicional.

3. Los tratamientos con etanol no han afectado a los astrocitos del cultivo alternativo, donde
los marcadores inflamatorios se han mantenido constantes o no han aumentado su

expresion.

4. Los niveles de expresion de miRNAs como miR-21-5p y miR-146a-5p han modificado

su expresion tras los tratamientos con etanol y LPS.

5. Aunque los datos no sean significativos, seria recomendable realizar nuevos
experimentos utilizando mds muestras para evaluar la significancia de las diferencias

obtenidas.
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