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Resumen

El consumo de altas cantidades de etanol duemien corto
periodo de tiempo, conoddiambién com@onsumo en atracooausa
importantes alteraciones el sistema nervioso centdall adolescente
activando larespuesta innatmflamatorig que puedecausarmuerte
neuronal y alteraciones a nivel estructural yla@econducta Esta
respuesta s@roduce mediante la activacién de los receptores de
membrana Tollike, y especificamente por los receptores TLR4
localizados en células gliale€uando dicho receptor se une a su
ligando y dimeriza, desencadena una cascada de sefializacion que
finaliza can la translocacién al nicletel factor de transcripcion NF
2 B donde se promueve la sintesis y liberacién de citoquinas y
guimioquinas pranflamatorias al medio extracelulaEntre los
mecanismos que podrian participar en la amplificacion de la respuesta
neuroinflamatoria se encontrarian un tipo de vesiculas extracelulares
(VEs), denominadas exosoméass exosomas son microparticulas de
30-150 nm de tamafio con un contenido de caracter bioactivo, formado
por proteinas, lipidos y acidos nucleicos, y gueplen un papel
importante en la comunicacion intercelulor tanto, la hipotesigque
planteamos easta tesisatctoral egjuelasVEsejercenun papel en el

mantenimiento y propagacion de la neuroinflamacién causada por el
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consumo de alcohol dorma deatracon. Utilizando VEs de cultivos
primarios de astrocitodemostramosgjue el etanoinduceuna mayor
secrecion de VEs y altera los niveles de determinadas proteinas y
microARNs (miARNs)asociadoson laneuroinflamacion Ademas,
demostramos que cuando las neuronas corticales en cultivo se incuban
con VEs procedentes de los astrocitos WT tratados con etsaol,
inducen marcadores inflamatorios en las neurgmassentan mayores

niveles de apoptosis.

Duranteel proceso de biogérieexosomal, se ha demostrado
la participacion de wuna familia de enzimas, Illamadas
esfingomielinasasque estarian relacionadas con Hegénesis y
secrecion de las VEs. Estudios previos de este laboratorio han
demostrado que el etanol es capaz de ackismesfingomielinasas,
aunque el mecanismo por el cual esto ocurre se descdflo@Este
proyecto de tesis proponemas las membranas asociadas a
mitocondrias (MAM)como mecanismo regulador de la secrecion de
VEs mediada por esfingomielinasadlediante elandlisis de la
actividad de transferencia de fosfolipidos, marcador de actividad de
MAM, observamos que el etanol, tanto a nivel tisular como en cultivo,
es capaz de activar MAM. Adem&emostramosjue inhibiendo la

actividad tanto de MAM como de las iegfomielinasasse revierte el
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aumento en secrecion de VEs causpdoel tratamiento con etanol.
Estos resultados sugiergueel etanol promueve una mayor liberacion
de VEs mediante la activacion de las enzimas esfingomielinasas a

través de MAM

Ademdas,puesto que las &5 tienen lacapacidad deruzar la
barrera hematoencefélica (BBBtenerestabilidad era circulacion
se han considerad@omo posiblescandidatos aiomarcadores de
situaciones patoldgicas. Uno de los elementos presentes en las VEs
gue se ha utilizado recientemente como biomarcador en diversos
estudiosson los miARNsmoléculas de ARN no codificante de cadena
corta implicados en la regulacion génic®e ha descrito que, en
pacientes con enfermedades neurodegenerativas elofiivheimer,
Parkinson u otras, se detattpatrones de expresion diferencial de
miARNS en las VEs circulantes, en comparacion con pacientes control.
En este estudio demostramoseqgel etanol es capaz de alterar los
perfiles de miARNS relacionados con la inflamacion presentes en VEs
circulantes degvenescon intoxicacion etilica aguda (IEAEstos
efectos presentan diferencias género siendo las mujerdsembras
mas vulnerables los efectos del alcohoya que laexpresion de
marcadores inflamatorios en cerebro y dBs\tirculantes @ mas

elevadas enmujeres/hembras que en hombres/machistos
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resultados ponen de manifiegtoe lasVEs circulantes y sus perfiles
de miARNs son posibles candidatos a biomarcadores de la

neuroinflamaciérasociadason el abusae alcohol.









Resum

El consum dlevadesquantitats allcohol durant un curt
periode de temps, conegut també com a consum en afartament, causa
importants alteracions en el sistema nervids central de l'adolescent,
activant laresposta innata inflamatoria, que pot causar mort neuronal i
alteracions a nivell estructural i d®mnducta. Aquesta resposta es
produeix mitjangant I'activacio dels receptors de membrandiRe|l
i especificament pels receptors TLR4, localitzats edutgs: glials.

Quan aquest receptor s'uneix al seu lligant i direeridesencadena

una cascada de senyalitzacié que finalitza amb la translod¢aniélia

dd factor de transcripcibNBE B, on es promou | a s2nt e
de cit@uines i quimiguinespro-inflamatories al medi extracel-lular.

Dins dels mecanismes que podrien participar en I'amplificacié de la
resposta neuroinflamatdria es trobarien un tipus de vesicules
extracel-lulars (VEs), denominades exosomEls exosomes sOn
microparticules de 3050 nm de grandaria amb un contingut de
caracter bioactiu, format per proteines, lipids i acids nucleics, i que
compleixen un paper important en la comunicacio intercel-1&er.

tant, la hipotesi que plantegem en aquesta tesi doctoral és que les VEs
exaceixen un paper en el manteniment i propagacié de la

neuroinflamacié causada pel consum d'alcohol en forma d'afartament.
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Utilitzant VEs de cultius primaris d'astrocéemostréemque I'etanol
indueix una major secrecié de VEwuma alteraié dels nivels de
determinades proteines i microARNs (miARNSs) associad la
neuroinflamacié. A mésa més, també observarengque quan les
neurones corticals en cultiu s'inailen amb VEs procedents dels
astrocits WT tractats amb etanol, s'ifelumarcadors inflamatogien

les neuronesaquestepreserdivan majors nivells d'apoptosi.

Durant el procés de biogénesi exosomal, s'ha demostrat la
participacié d'una familia d'enzims, anomtsmsfingomielinass, que
estarien relaciorta amb la biogénesi i secreci6 de \dss. Estudis
previs d'aquest laboratori han demostrat que I'etanol és capag d'activar
les esfingomielinass, encara que el mecanisme pel qual aixd passa es
desconeix. En aquest projecte de tesi propoades membranes
associades a mitocondries (MAM) juntament amb les
esfingomielinasesom el mecanisme regulador de la secrecié de VEs
i ndupda pel ¢ Mitiescaninl'ardl@iade tactititat Ide
transferencia de fosfolipids, marcador d'activitat de MAM, oléserv
gue l'etanol, tant a nivell tissulaom en cultiu,eracapag d'activar
MAM. A més, demostrarengue inhibint I'activitat tant de MAM com
de les esfingomielinas, reveriem l'augment era secrecié de VEs

causat pel tractament amb etanol. Aquests resultats suggereixen, que

VI
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| ebanol promou usa major alliberament de VEs mitjancant I'activacié

dels enzims esfingomielinesa través de MAM.

A més, ja que le¥Es tenen la capacitat de crelabarrera
hematoencefalica (BBB)serestalles en circulacio, s'han considerat
bons candidats a biomarcadors de situacions patologiques. Un dels
elements presents en les VEs que s'ha utilitzat recentment com a
biomarcador en diversos estydi$n elsmiARNs, molecules d'’ARN
no codificant de cadena curta implicats en la regulacié génica. S'ha
descrit que, en pacients amb malalties neurodegeneratives, com
I'Alzheimero Parkinsones detecten patrons d'expressio diferencial de
mMiARNSs a les VESs circulanten comparacio amb pacients contfol.
aquest estudi demaostn que l'etanol és capac d'alterar els perfils de
MIARNS relacionats amb la inflamacié presents en VEs circulants de
joves amb intoxicacio etilica aguda (IEA). Aquests efectes presenten
diferencies de génere, sent les dones / noies més vulnerables als efectes
de l'alcohol, ja que I'expressié de marcadors inflamatoris en cervell i
en VEs circulants s6n més elevades en noies que en nois. Aquests
resultats posen de manifest a les VEs circulants sesls perfils de
mMIARNs com a possibles candidats a biomarcadors de la

neuroinflamacié associades amb I'abus d'alcohol.
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Abstract

Heavy alcohol intake during a short period of time, also known
as binge drinking, has been proved to produce negative effects on the
individual 6s centr al nervous system
response that can lead to neuronal death and structgrdledavioral
alterations This response is produced by glial cells, the main
component of the neuroimmune system, through the activation of
TLR4, a transmembrane receptor of the TLR famiyhen TLR4
binds to its ligand and dimerizes, it triggers a simgatascade that
ends up with the translocation of NB to the nucleus, acting as a
transcription factor, where it promotes the synthesis and release of pro
inflammatory cytokines and chemokines to the extracellular milieu
Among the mechanisms responsibfor the transmission and
amplification of this neuroinflammatory response, one candidate could
be a kind of extracellular vesicles (VES) called exosoragesomes
are microparticles of 3050 nm in size, with a bioactive content,
composed mostly by prates, lipids and nucleic acids, which play an
important role in intercellular communicationTherefore, the
hypothesis of this thesis is that VEs play an important role in the

transmission of the neuroinflammatory response caused by ethanol

VIII



Abstract

binge drinking.Using VEs from primary cultures of astrocytes, we
show that ethanas able to induca higher secretion 0fEs and alters
their composition of inflammatory rekd protein and microRNAs
(miARNS). Furthermoreincubation of thes& Es in primarycultures

of neurons lead to the development of inflammatory protein and gene

markers, and higher apoptosis levels.

Exosomal release has been shown tpdndly regulated by a
family of enzmes called sghgomyelinasessinceinhibition of these
enzymes radted inareductionof secreted/Es. Previous studies from
this laboratory have shown that ethanol is able to activate
sphingomyelinases, but the mechanism involved in the process is
currently unknown. We propose membrassociatednitochondria
(MAM), along with splingomyelinase, as the responsible for the
increasedVEs release after ethanol intake. We show that ethanol is
capable of increasing phospholipid transfer activity, a marker of MAM
activity. Moreover, MAMand sphingomyeli@seinhibition resulted in
depletedVEs secretionThese results suggetstat ethanobromotes
increased release OfEs by activating sphingomyelinase enzymes

through MAM.

VEs display certain biological characteristics, like the ability

to cross the bloctirain barrier (BBB) or their high stability serum

IX
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which make them good candidates for biomarkers of pathological
situations.One of the elements present in VEs that hasmnihe been
used as a biomarker in various studies are miARNSs, which are short
chain norcoding RNA molecules involved in gene regulatitirhas
been described that differential expression patterns of miAIRNs
circulating VEs can be detected in patients with neurodegenerative
diseases, such as Alzheimer's, Parkinson's or others, when compared
to healthy patientdn this study we demonstrate that ethanol is able to
alter the inflammatoryelated mMARNSs expression patterns in
circulating VEs ofyoung peoplavith acute alcohol intoxication (IEA)
Notably, thealteratiors in miARNs aredependent on the patient's
gender, being womdéiemales more affected by alcohol than
menMmales, since womenfemales showed lowerpresence of ami
inflammatory mARNs and a higher expression of inflammatory
markers in brain tissughan men/malesThese results revedhat
circulating VEs and their miARNgrofiles content as possible

candidates for biomarkers of ethamodluced neunmflammation.
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Introducciéon

1.1. El sistemaneuroinmune y las células de la glia

El sistema nervioso central (SNC) ha sido considerado durante
mucho tiempo como un sistema autonomo, aislado del dedto
organismomediante la barrera hematoencefa(B&B), que permite
la entrada demoléculas pequefias y excluye la de otras células del
cuerpo y de organismos patégenBscientemente se ha demostrado
gue realmente si ocurreaiaccion inmune en el cerebrat& accion
es llevada a cabo por el sistema neuroinmunesistema compuesto
principalmente porcélulas de la glia y mastocitds Durante una
respuesta neuroinmunge ha visto que, algunaglulas del sistema
inmune como los macriéfagos o las células fambién pueden
extravasar al SNT. Este sistemaumplefuncionesmportantes tanto
en el matenimiento de la homeostasis del tejido como en la proteccion
frente a las infecciones y lesich® Ademas, se ha comprobado que el
sistema neuroinmune regula positivamente aspectos tan importantes
como el aprendizaje, la memoria y la generacién de nuevas neuronas,
asi como su plasticidacEstas acciones las ejercen principalmente dos
tipos celulares, la microglia y la astroglia. La microglia es activada
mediante estiiulos procedentes de una infeccion y/o lesion, procesos
tras los cuales sufre una transformacioén y se vuelve capaz de fagocitar,

de sintetizar citoquinas inflamatorias y de presentar antigenos, ya que
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en este esth su contenido proteico vati&stas capacidades ponen a
la microglia como unas de las prirag lineas de defensa frente a las

infecciones en el SNC.

Por otra pa#, los astrocitos cumplen una funcion dirigala
mantenimiento de los tejidos y la regulacién del ambiente cerebral, ya
que contribuyen directamente en la formacion y estabiento & la
BBB, controlan el pH del espacio extracelular, aportan apoyo a las
neuronas en forma de nutrientes y las ponen en contacto con vasos
sanguineds®, Estas células también estan involucsaeia procesos de
recuperacion de lesiones mediante la regulacién de la inflamacién

cerebrall

La neupinflamacbn, orquestada por las células de la glia,
ejerce una funcion protectora frente al ataque de microorganismos, y
sus beneficios hardo ampliamente demostradd$ No obstante, una
inflamaddn continuada y desregulada, debida a una imposibilidad en
la resolucién del estado inflamatori@ain estimulo constante, puede
desembocar en efectos negativos sobre los propios tipos celulares del
cerebro, que a su vez producen efectos a mayor esdalanemoria,
la plasticdad neuronal ya neurogénesté!®. Se ha asociado un gran

namero de enfermedades neurodegenerativas con una sobre activacion
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del sistema neuroimmune, como por ejemplo en Alzheimer, Parkinson

o0 esclerosis multipl€ 2°.

1.2. La respuesta neuroinflamatoria y sus receptores

La inflamaddn es un proceso celular de gran importancia para
la supervivencia del individuo, en el cual actian de manera conjunta
diferentes elementos celulares con el fin de que el proceso se lleve a
cabo de manera efectiva y controféd&Jno de los encargados de
empezata reaccién inflamatoria son los receptores proteicos presentes
en las células de la glia, que detectan los patdégenos causantes de la
infecciorf®. Estos receptores reciben el nombre de receptores de
reconocimiento de patrones (PRR3u funcion radica en la deteccion
de los llamados patrones moleculares asociados a patégenosgPAMP
y patrones moleculares asociados a peligro (D&RPLa unién de
estos elementos a dichos receptores desencadena una cascada de
sefializadn que culmina con la sintesis y liberacién de citoquinas y
quimioquinas proinflamatorias al medio extracelflatyna de las
familias de PRR mejor estudiadas, que en primera instancia fueron
descubiertas erDrosophila melanogasterson la familia de los

receptoredoll-like?* (TLR). Esta familia de proteinas comprende un
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amplio abanico de tipos de receptocapaces de detectar diferentes
conjuntos de PAMPs y DAMP5 Se han descrito 10 TLRs en humano
(1-10)y 12 en rator§1-13) (Figura 1) con gran conseacion evolutiva
entre ambds. Consisten en glicoproteinas transmembrana de clase |
conmpuestas por un dominio TIR(Toll/Interleukin receptor
intracitoplasmatico y un dominextracitoplasmaticaico en residuos

de leucinaLRR) que adquiere una forma concava, cuya utilidad esta
relacionada con la detecciéon y uniéon a sus respectivos PAMPs vy

DAMPs*".

TLR1 TLR2 TLRS TLRé TLR4 TLR4

B

-3 ‘ =
( 'K!‘(j'm. '!KK” : 1 ) IRF3
IxB. = RS

() (s o0)

T

! Inflammatory IENs )

cytokines l._)
gl Ry gl L Vg

Nucleus

Figura 1: Localizacion y sefializacion de los diferentes receptores de la
familia TLR. Extraida de Zheng y colaboradof&scon licencia CC BY 4.0
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Una de las proteinas mas destacadas deridid de los TLR
es el TLR4,un receptor transmembrana que puede encontrarse en la
membrana plasmatica de un gramnmero de tipos celulares deesto
organismg pero que se encuentra principalmente en las células
glialeg®. El ligando principal de esta proteina es el lipopolisacarido
(LPS) presente en las paredes celulares de las bacterias Gram
negativas, aunque también es capaz de recomuiEs moléculas,
como el acido hialurénico, o inclusaas proteinas como la HMGB1
(High Mobility Group Box ¥ Una vez que el ligando se une a la
parte extracelular del TLR4, éste es transfedtoo-receptor C0 4
(Cluster of differentiation 1% que a su vez se ura cofactorde
diferenciacion mieloide 2 (MR), formandose un complejo entre las
3 proteina¥32 Este complejo debe formar un dimero con otro
complejo igual (LPS/MER/TLR4) para que seansfiera lasefial. Se
ha experimentado caatones deficientes para MBy se ha observado
gue no existe respuesta inflamatorid BPS en ésto¥. Tras la
dimerizacion, se produce gdclutamiento de diferentes proteinas en
las llamadas balsas lipidi¢dsque son unos microdominios de la
membrana de cacteristicas de fldez y contenido diferentes al resto
de la membrana plasmatitalLlegados a esteago, se pueden seguir

dos posibles vias de sefalizacidm ruta dependiente de My&88
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(Mouse Myeloid differentiation primary response) 88 la ruta
dependiente de TRIF(IR-domaircontaining adapteinducing

interferonb).

La primera via desefializacion, conocida como la via
dependiente de MyB8, utiliza adaptadores MyB8 (MAL) y
proteinas asociadas a TIR (TIRAP) qagtivaa las quinasas IRAK1
(Interleukinl receptorassociated kinase) ¥ IRAK4 (Interleukinl
receptorassociated kinase )4 desencademalo una estimulacién
rapida de NFo B (Nuclear factorkappalight-chainenhancer of
activated B cellg asi como la activacion de igasasactivadas por
mitbgeno (MAPK) y la proteina activadefa (AP-1)*>3¢ Estos
elementos han sido de#os como reguladores deitoquinasy
guimioquinas inflamatori#s?”*” Ademas, N B no sol o contri
a la reaccion inflamatoria y a la apoptosis celular, sino que también es
esencial para laupervivencia neuronal, protegiéndolas de estrés

oxidativo o neurodegeneracién causada por isqi&mia

En cuwanto a la rutadependientele TRIF, el reclutamiento de
los adaptadores TRIF y TRAMTRIFrelated adaptor protein
promuevela unidn a la proteina TBKITANK-binding kinase ), la

cual fosforilaa IRF3 (FN regulatory factor 3), que se traslada al
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ndcleq donde acta como factor de transcripcién de genes

relacionados conIFN-b Inferferon Bet3®62940

Otra parte deéngranajenolecularque participa activamente
en el proceso inflamatorio son los inflamasomas. Los inflamasomas
son complejos multiméricos compuestos por una molécula sensora
conectada a caspasa 1 mediante la proteina adaptador&*ASC
(Apoptosis associated spelidke protei). ASC esta formada por un
dominio de unién a pirina@YD) y un dominio de reclutamiento y
activacion de caspasas (CARD)no de losinflamasomas mejor
descritos hasta el momenson los NLR(Nodlike receptoy y en
especialel NLRP3 (NLR Family Pyrin Domain Containing)3
compuesto por un domingentral de union a nucledétidasy dominio
LRR en elextremo Gterminal y urPYD en el extremo Nerminaf®44
NLRP3 no posee un dominio CARD propjmr lo quedebe unirse a
ASC mediante su dominio PYD para la continuacién del ensamblaje y
su posteriomactivacion de caspasd'4 La activacion de caspada
mediante el inflamasomeaconlleva el procesamiento y posterior
activacion de interleuquinas piaflamatoriascomo prelL-1 b6 o pr o
IL-6, que son liberadas al edio extracelular, generando

inflamaciort®42
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El enlace entre el inflamasoma de NLRP3 y la proteina TLR4
ocurre mediante la &ieacion de TLR4 por la unién a su ligando LPS,
lo que produce un incremento en los niveles de ARNracelular de
NLRP3 y prolL-1 ff. Tras esto, se requiere de un segundo estimulo
para la completa activacion del inflamasoma. Esto puledse por
diferentes estimulog;omo la presesia de ARNm bacteriano en el
interior celular, la secrecion de IFN de tipo 1 derivada de la misma
activacion de TLR4especies reactivas de oxigeno ffos idnicos,
entre otos**4. El NLRP3 seexpresaen microglia, astrogh, y
neuronas y se ha relacionado con diferentes enfermedamtes
componentes inflamatoriospmo el Alzheimer, diabetes, obesidad o
artritis’®>1, aunque en la primarenfermedad en la que se idendifit

papelprincipal fue en sindromes periédicos asociados a criogitinas

1.3. El alcohol yla respuesta neuroinflamatoria

Las primeras evidencias de los efectos neuroinflamatorios del
alcohol en el SNC se remontan a 2004, donde Blanco y colabofddores
propusieron los receptores TLR4/R.como medio de accién por el
cual el etanol seria capaz de activar rutas inflamatoriaélelas de la

glia. Poco mas tarde, en 2008, los mismos autores describieron que el

10
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etanol era capaz de promover la dimerizacion e internalizacién (y
consecuente activacion) de dichos receptores mediante la movilizacion
de balsas lipidicas en células aslialgs®. La activacion de estas
proteinas seria el paso inicial de una cascada de sefializacion que
llevariaalaactivabnde larutadeNe B, pr omovi endo | a pr
y secrecién de citoquinas proinflamatorias en microglia y asttdgjlia
(Figura 2) Estudiosin vivorecientes de este laboratorio demostraron
que el etanol, dministradoen altas dosis a tiempos cort@g/kg, 8

dosis espaciadas durante 14 yi@asatonesle cepa silvestre Wild-
type(WT) en etapa adolescente, produsi@arespuesta inflamatoria y
dafios en la estructura mielinien la corteza prefrontal GPB,
provocandoen Ultima instanciaalteraciones conductuales en la
memoria de trabajo y el procesamiento de la informati@in
embargo, al llevar a cabo este mismo estudio en ratonekoutpara

el TLR4 (TLR4-KO), no se observaron ninguno de los efectos
perjudiciales presentes en los ratok¢$, dejando de manifiesto el
importante papel del TLR4 en la respuesta inmune giddpor el
alcohol en el cerebro adolescente y adtitdiontesinos y
colaboradore$®® demostraron que la respuesta neuroinflamatoria
producida por el etanol era mas acusada en ratones adolescentes

hembrasy que ademas ésta era capazgdeerar cambioga nivel

11
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estructural que se mantenian el organismo durante 14 dias sin

nuevas administraciones de etanol.

SIGNAL 1: PRIMING
— ETHANOL

5 X

AMPLIFICATION
OF
NEUROINFLAMMATION

-

SIGNAL 2: ACTIVATION

mROS

Lysosomal damage
Cell debris

K* efflux (toxins, ATP)

INFLAMMATORY
INFLAMMASOME DAMAGE

HMGB1 TNF-a

A

52 l ;iw cox2 IL-6 /
| N\ e e s —
| a /\,\\

\

Figura 2: Representacion esquematica de la activacion de la ruta del TLR4
e inflamasoma de NLRP3 por accion del etanBixtraida de Montesinos y
colaboradore¥’.

1.4. La adolescencia como periodo de iniciacion al
consumo de alcohol

Las bebidas alcoholicas fermentadas aparecieron en las

sociedades huamas hace aproximadamente un@0 afios y desde

12
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entonces se han integrado y establecido como elemento fundamental
en multitud de relaciones sociales humanas, ya sea para celebrar un
triunfo deportivoo cerrar un trato con posibles clientes. Esta amplia
aceptacion por parte de la sociedad no exonerasabédbidas
alcohdlicas de sus extensefectos negativos, especialmente en
determinados grupos sociales, como son los mas jgvEheonsumo

de alcohol entre stos ha ido aumentando en los Ultimos afios,
convirtiéndose en la droga mas consunpidiceste grypo de poblacién
(14-18 arfios) segun datos de los Uultimos af¢s79% de la
poblacion®). Este consumo tan extendido es&dociado con
corsecuencias negativas nivel saitario, social y econémic8. A

parte de ser la droga mas consumida en este grupo de poblacion,
presenta una tgmnana edad media daicio al consumo (14, afiog y

es ligeramente mas prevalenteraujeres que en hombres @9% de
mujeres frente al 78% de hombré§). El patréon de consumo de
alcohol preferido por los adolescentes correspongmpililarmente
conocido comdbotellérd, basado enna ingesta de alcohol en atracén

en poco tiempo (la ingesta en atracdén corresponde a 5 bebidas
alcohdlicas en hombres y 4 en mujeres o cuando se hanaitanz
niveles de aohol en angre superiores a08% en un periodo de 2

horas o inferid’). Este tipo de ingesta lepermite alcanzar

13
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rapidamente un estado de embriaguez donde sienten una mayor
desinhibicién, lo que les facilita el entablar o fortalecer relaciones
sociales y a ser mas propensos a tomar decisiones y acciones de alto
riesgo, lo que supone un peligro paltasy para otrdd. Este tipo de
consumo en esta edad es especialmente peligroso debido a que estos
adolescentes aun se encuentran en un periogh@aderacionno solo

a nivel corporal, sino también a nivel neurolégico y cognitivajue

les confere una mayor versatilidad para el aprendizageo también

una mayor vulnerabilidad a los efes neurotdxicos asociados al
consumo de drogas, entre ellas el alc&hdlna de las regiones
cerebrales mas tardias en su maduracion@gBfapresente en la parte
anterior del I6bulo frontal y la encargada del procesamiento cognitivo

y las funciones ejecutivé* (entiéndase por funciones ejecutivas
aguellas relacionadas cfuicios moralescontrol social, expresion de

la personalidad, toma de decisiones o inhibicion de comportamientos
de riesgo).Esta regionfinaliza su maduracion a los -4 afios.
Alteracionesn esta region han demostrado afectar a la memoria de
trabajo, atencién selectiva y comportamientos anémalos relacionados
con el procesamiento de la informacion y el aprendiZ%jeddemas,
existen estudios que demuestran que el iniciarse en el consumo de

bebidas alcohdlicas a edades tempranas aumenta en gran medida las

14
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posibilidades de desarrollar problemas de alcoholismo en la edad

adultg’.

1.5. Exosomas y vesiculas extracelulares

La comunicacién intercelular esta mediada principalmente por
contactos célulgélula y por Is secretomas de las célylgae libera
proteinas y otros componentes al medio extracelular mediante
exocitosis endosonfél Estos componentes liberados por las células
reciben el nombre de vesiculas extracelularess\\{Ese pueden
clasificar en tres grandes grupos acorde a su tamafio y origen:
exosomas (3150 nm), microvesiculas (100 nm) y cuerpos
apoptéticos ¥1000 nm§¥’L, Los exosomas han recibido una gran
atencion en los ultimos afios debido a la gran cantidad de informacion
emergente que ha aparecido dstrando la importancia de su funcion
en la comunicacion celular. Estas vesiculas fueron descritas por
primeravez en 1983 por PanJohnston&, quienes las descubrieron
asociadas a receptores de transferrina liberados a la sangre por
reticulocitos maduros de oveja. La importancia de los exosomas radica
en su contenido, que mayormentegenta proteinas, acidos nucleicos

de diferente naturaleza y lipidd$. Dicho contenido se transporta

15
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desde la célula de origen hasta la célula diana, donde es liberado y
donde puede afectar al estado fisiol6gico o patoldgico de dicha

célula® 7, Aunque el presente proyecto de tesis se basa en el estudio
de exosomas, debido a la naturaleza imperfecta de las técnicas
utilizadas para su aislamiento, nos referiremos extgst de muestra

con su término general, \6E

1.5.1. Biogénesis exosomal

La biogénesis exosomak un proceso complejo compuesto
por 3 fases. La primera fase corresponde a una invaginacién de la
membrana plasméatica celular, que produce una encapsulacién de
elementos presentes en éstael citosol, formandoendosomas
temprams. La siguiente fase casponde a la maduracion dsbs
endosomas endosomas tardios, donde ocurre un segundo evento de
invaginacion demembrana en este caso déa membrana del
endosoma, formando vesiculas intraluminales (ILV). Una vez se ha
producido esta maduracion, los esdmas reciben el nombre de
cuerpos multivesiculares (MVB) La tercera y Ultima fase
correspade a la liberacion de esas ILV presentes dentro de los,MVB
gue puede darse en 3 lugares diferentes: pug@@sportarse al
complejo del lisosoma para su degradacion, puetntenerse como

un sistema de almacenamiento temporal dentro de la célula onpuede

16
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transportarse a la mdmana plasmatica, donde los M\éBfusionaran
con ellg liberando las ILVal medo extracelular, recibiendda

terminologia de exosond<® (Figura 3)

P 0
\ OO0 0 “‘”
‘ W @ Tetraspanins e

° (CD63, CD81)
oo

Figura 3: Representacion del proceso de biogénesis exosofitidptada de
Rashed y colaborador&scon licencia CC BY 4.0

1.5.2 Estructura y composicion exosomal
Los exosomas estdiormados por una bicapa lipidica que
engloba proteinasgiferentes tipos de acidos nucleigdfpidos% 2, El

contenido proteico preste tanto en el interior como embebido en la

17
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bicapa depende en gran parte del tipo celuérgdie proviene el
exosomay generalmete se encuentra enriquecido éeterminadas
moléculas, como proteinas de fusifas tetraspaninas CDC{uster

of differentation 9), CD63 (Cluster of differentiation 63y CD81
(Cluster of differentiatiorBl), entre otras)enzimas citoplasméaticas
(GliceraldehideB-fosfato deshidrogenasa (GAPDHperoxidasas g/
piruvato quinasas), chaperori@@mo las proteinas de choque térmico
Hsp60, Hsp70 y Hsp90 proteinas de transporte (proteinas Rab, y
anexinas) y proteinas involucradas en la formacion de MVB (Alix,
TSG101(Tumor susceptibility gene 10a clatrinaf® "> 7% Algunas

de estas proteinas, como las tetraspaninas, Hsp70, ABGATL son
utilizadas frecuentement®mo marcadores exosomales para técnicas

de inmunodetecciéon en membrdhaAdemas del tipo celular de
origen, un factor que influye en gran medida en el contenido de los
exosomas es el estado fisiolégico de dicha célula de &tigeor
ejemplo, los exosomas derivados de células presentadoras de antigenos
se encuentran enriquecidos en moléculas presentadoras de antigenos,
incluidos los complejos mayores de tbompatibilidad | y I, asi

como moléculas cestimuladora®.

Uno de los componentes principaleslae exosomas son los

lipidos. Los exosomas se encuentran enriquecidos en colesterol,

18
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diglicéridos, glicerofosfdpidos, fosfolipidos, esfingolipidos vy
glicolceramidagincluidas la esfingomielina y la ceramiéfa)Aparte

de los nombradodipidos bioactivos como las prostaglandinas, los
leucotrienos y enzimas activos en el metabolismo de los lipidos, como
la fosfolipasa Ctambiénsehan localizado en exososta® De esta
manera, los exosomdsincionan como transportadores de lipidos

bioactivos a las células diana.

Ademas de proteinas y lipidos, los exosomas transpemntau
interior moléculas funcionales de ARN, incluyendo ARNm y ARN no
cadificante como ARNde cadena largaARN de transferencigARN
asociado a Piwb microARNs (miARNs)®4. Estas moléculas, y en
especial los miARN han demostrado tener un efecto en las células
receptoras de los exosorftds. La biogénesisfuncion e importancia
de los miIARN presentes en las \¢e detallardn mas adelante en el

presente trabajo, en el punt®.1

1.5.3. Funciones fisiopatoldgicas de los exosomas

Cuando se descubrieron los exosomas y se acufid el término
como tal, se les asigréd papelde retirarproteinas innecesarias de la
célula y se les conocidulgarmentec o mo bblsas defbasura
c e | u P’ aNoeabstante, evidencias recientes prueban que los

exosomas estarian cumpliendo un rol mucho méas importante, mas alla
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de simplemete ser un medio para elimin8oasuracelula*®%8 Asi,

se ha demostradqpue estagesiculagpueden estar involucrasltanto

en procesos fisiolégicaomo patoldgicos, y que esta dualidad deriva

de la diversidad inherente a este tipo de vesiculas, ya que dependiendo
de su contenido y del tipo celular del que provienen, pueden ejercer
funciones opuestd$ En condiciones normales, los exosorpasden
participar en un gran numero de procesos homeostaticos, como la
apoptosis, la angiogénesia,neurogénesida regeneracion de tejido
lesionadola proliferacién celuladainflamacién yla antiinflamacion

entre otra8 "4°1%qFigura 4)

Estado fisiologico

Astroglia

Neuronas

Microglia

Nem oproteccion ;"" y
(8 o O

) \S‘/ O e ©

Mielinizacion ®\ @ »( Actividad sindptica /
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Figura 4: Comunicacién intercelular mediante VEs en eIlN& en un

contexto fisiolégico

Uno de los 6rganague mayor mantenimiento requiere y cuya
homeostasis esuy importante para el correcto funcionamiento del
organismees el SNCSe ha demostrado que los exosomas secretados
por los diferentes tipos celulares del SNC son capaces de llevar a cabo
diversas funcionespor ejemplo,se ha descrito quips exosomas
secretados por neuronas estan involucrados en la eliminacion de
sinapsis drante el remodelamiento neurcdfiab quelos exosomasde
astrocitos pueden promover el crecimiento de neuritas en neuronas
hipocampales y progerlas en condiciones hipoxiégsasi comdos
oligodendrocitospueden secretaexosomas con niveles altos de
elementos que componen las vainas de mielina, necesarias para dar
soporte trofico a los axon€$%. Ademas, los exosomas también tienen
capacidades inmuAmoduladoras, conteniendo moléculas
presentadoras de antigenpsotros elementos relacionados con la
inflamacién, como el miARN mir-146a5p, que podria estar

relacionado con laéodida de sinapsis excitatorias en neurdfids

Porotro lado, bs exosomas también pueden estaslucrados
en la patogénesis de muchas enfermedades neuroinflamatorias y

neurodegenerativ¥s Los exosomas derivados de astrocitos pueden
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llevar proteinas mal plegadas y moléculas pro inflarfeg@itoquinas

o MIARNs aberrantes que podrian ser transportados a neuronas y
causar o0 continuar una respuesta inflamatoria, llevando en dltima
instancia a la muerte neuronal y la degenerdti&esulta interesante
remarcar que las \&son capaces de cruzaBBB, formandoun canal

de comunicacion mediante el cual la inflamacion sistémica puede
modular procesos fisioldgicos en el SREFigura 5) En el contexto

de la enfermedad de Parkinson, se ha demostrasldogLexosomas
proporcionan wuna plataforma -i deal
sinucleina, que luego es dirigida a las células con mayor eficacia que
en su forma libre, promoviendo la transmiside la enfermedad a
ésta¥’.. Un caso similase ha descrito en pacientes con Alzheimer,
donde la presencia de la proteina precursora amiloide, su parte
pat ol - gi ca pr oandldde, ¢ lapraimalTaupmad gidoi d o
detectadd€? Aunque se ha demostrado que la presencia de estas
proteinas en los exosomas tiene una funciéon neuroprotectora, ya que
su destineeria la égradacion por la microgl&. Esto también podria
presenta un riesgo real, pes éstos exosomas patogénicos podrian
internalizarse porcélulas adyacentes. De hecho, se ha visto una

correlacion entre liberacion de exosomas y mayor nUmero de

22
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agregados utilizando inhibidores de la liberadi@nexosomasomo

GW4869°%.

Estado neuroinflamatorio

Neurona Astroglia activada

relacionados
R\ con la inflamacion

Sistema circulatorio

Figura 5: Representacion esquematica de la comunicacion gleuronas

en una situacion inflamatora.

1.6. ¢ Qué son logniARNS?

Los miARNsson moléculas de ARNb codificantesle cadena

corta simple, cuya funcion principal es la regulacion génica mediante

complementariedad de secuencia con el gen diAmagque se

23



Introduccion

descubrieron a principios de la década de los 90 por Lee y ARtbros

el t ®mimé m @ AoRUe acufiado hasta el 261

1.6.1. Biogénesigde los miARNs

La biogénesis de los miARNempieza en el nucledpndela
ARN polimerasa Il transcribe una cadena primaria de ARN (pri
MIARN) que luego es identificada y procesada porcahplejo
ARNasa Il DrosheDGCR8 para obtener un precursor de miARN
(premiARN). Este precursosetransportal citoplasma por la accion
conjunta de la proteina R&@iTP61 y la exportin® y despuésse
procesapor la ARNasa Il Diery la enzima de unién a ARN en
respuesta a transactivacid@RBP). Este complejo corta el preiARN
en unadoblecadena de 22 nucle6tidgse luego eseconocidgorla
proteina Dicer para generar dossimples cadenas cortas vy
complementariagcadenas5 6yp-3 6,[@ las cuales urde ellas(la
hebra antisentido) sera seleccionagiatransportadgor la proteina
Argonauta2 (AGO2) hasta ecomplejo RISC(RNA induced silencing
complex'®’. Este complejo RISC/AO/mIARN, seréel encargado del
reconocimiento y unién coal ARNm diana porcomplementagdad
de secueria parala inhibiciér/bloqueode la transcripcioi®® (Figura
6). Recientemente se han descrito mecanismos de procesamiento de los

miARNsindependientes de algunos pasos del proceso. Por ejemplo, se
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ha describ quemir-451aes independiente de Dicgresdirectamente
seleccionado por AGO2 para su procesami€htGabe destacar que
estos complejomhibidores de la transcripci@e encuentran en unas
regiones llamadas cuerpogPR el interior ddas célulasqueson areas
compuestas por ARNm latenteson un alh actividad de

procesamientd® !

Transcriptional regulation Nucleus
Intergenic miRNAs of miRNA genes Intragenic miRNAs

é '_>

wanscripn‘on (RNA polymerase Il) lTranscription (RNA polymerase II)

Pri-miRNA#CQ splicing C_ O\ _intron
Drosha angf\ /
associated factors }&O
Pre-miRNA

Exportin 5

Cytoplasm

Pre-miRNA

l Dicer mediated processing

MIRISC/Ago complex el e

* mlRNA/mRNA hybrid

7

m’G mRNA destabilization
m7G —A— ...f\_ 4;

444

Inh|bmon of translation

MG = ———— mRNA degradation

444

Figura 6: Biogénesis de los miARSExtraida de Piva y colaboradorés

con el permiso de Spandidos Publications Ltd
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1.6.2. Funcién de los miARNs

El objetivo de todo egbrocesamiento previamente descrito es
la regulacion o silenciamiento des genes diangor partede los
miARNs!3 Los miARNs pueden llevar a cabo sus fumees de
diferentes maneras, ya sea por bloqueo de la transcripcién o por rotura
y degradacion del ARNm al quee ha unidd'® Esta union
MIARN/ARNM, se produce través dda region semilla del miARN,
una region de -8 nucl e-tidos en el extremo
complementad a la region UTR(Unstranslatedregion)3 6 de su
ARNmMm diana. El grado de complementariedad entre ambas determina
el mecanismo de retacion génica que se seguird, medidiiteueo
de la transcripciém por degradacion demensajeradiand!**'% Un
MIARN puede regular varios ARNm, y un ARNm puede ser regulado
por diferentes miARNdo0 que confiere una alta complejidaeste tipo
de sefializaciéh®. La funcion de los miARB es esencial para el
desarrollo de los diferentes sistemas fisiologicos y el mantenimiento

de la homeostasis celut&r!1711°

1.6.3. Papelde losmiARNsen lafisiopatologia
Cada vez es mayol grado de importancia que tienen los
miARNSs en el desarrollo y resolucién de un gran nimero de patologias,

ya sean enfermedades infecciosas, metabdlicas, neuroldgicas,
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autoinmuneg incluso en cancer, dondstas moléculas pueden actuar
tanto como oncoge&so como genes supresores de tumdrég’122

Se ha demostrado que polimorfismos genéticos en los miARNSy

las secuenciadJTR de susgenesdianas pueden contribuir a una
desregulacion de la expresion de los miARNue se traduce en un
efecto importante en dichas enfermedadés Por ejemplo, un
polimorfismo debase UnicgSNP) en premirl46a, se traduce en una
menor expresion del miARN maduro, lo que tiene una relacion directa
con una predisposicidbn genética a padecer carcinoma papilar
tiroided'?>. También se han realizado estudijoe ponen de manifiesto

los efectos del consumo de alcohol sobre la expresion de miARNSs.
Urefia y colaborador&$ demostraron que el alcohol es capaz de
desregular eCluster miR183C (miR-96/miR-182/miR-183) y el mir-

200, modulando las vias de aéfacion relacionadas con la

neuroinflamacién causada por el conswriicode alcohal

1.7. Las membranas asociadas a mitocondrias
(MAM) vy su papel en la neuroinflamacion causada
por el etanol

Las membranas asociadas a mitocondrid#\l1) son unas

regiones presenteen el reticulo endoplasmaticclRE) que se
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encuentran reversiblemente en contacto con mitocondrias, sobre todo
en zonasercanas a canales sensibles al c#ftld (Figura 7) Este
organulo fue aisladoqo primera vez en 1990 por Jedancée?® en
higado de rata, al ali denominé fraccion X y vioque estaba
enriquecido en proteinag enzimasimplicadas enla sintesis y
transporte de lipido$e hecho, el estudio de MAM puede realizarse
desde un pnto de vista estructural (analizando la proximidad de
marcadores mitocondriales y del RE) o desde un punto de vista
funcional (midiendo alguna de las actividades enzimaticas propias de
este organulo). El analisis funcional es mustésinformativo debido

a la naturaleza dinamica de MAM. Por ejemplardlisisde la sintesis

de fosfatidilserina(PtdSer) y su transporte a mitocondria para
decarboxilarse a fosfatidiletanolamifRtdEtn) desde el cual volveria

a MAM para metilarse y formdpsfatidilcolina (PtdChol)es una de

las funciones clasicamente asociadas a NMFAMDesde entonces se
han realizado un gran nimero de estudms el fin de determinar su
composicion proteica y lipidica, que es rica esfingomielinay
colesterol, y se asemejal@las balsas lipidica¥. Se han determinado
varias proteinas que son consideradas a dia de hoy marcadores
proteicos de MAM, como pueden ser la mitofusielareceptordel

inositol tri fosfatoo las fosfatidil sinasas 1 y 27130131

28



Introduccion

]
,/{ emi (@ cps @ CHOLESTEROL

Figura 7: llustracion de la regibn de MAM, presente en los sitios de
contacto entre RE y mitocondrias.Modificada de Annunziattay

colaboradore$® con licencia CC BY 4.0.

Debido a estas caracteristicas, se han descrito diferentes
funciones para este organulo, comodgulacién del metabolismo del
calcio, la sintesis y transporte de diferentes especies dedipid
(glicoesfingolipidos yesterificaion de colesterol)a paricipacion en
procesos deautofagia, apoptosis y remodelacion de la estructura
celular3¥13® Todas estas acciones cumplen un papel impordamniteo
de la homeostasis celular la desregulacion de este organulo se ha

visto ligada en numerosas ocasiones a situaciones patolétitéape
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hecho, deficiencias energéticas asociadas aptdismes en MAM y
mitocondrias sonun componente significativo en la etiologia de
enfermedades neurodegenerativas (Alzheimer, Parkinson y Esslero
lateral amiotrofica, entre otras), cardievalares, obesidad o
diabete$9142 También se ha relmmado en los Ultimos afios con el
sistema inmune vy la inflamacifd Se ha descrito que lasecies
reactivas de oxigenprocedentes de mitocondrias dafiadas son capaces
de actiar como segunda sefal para la activacién del inflamasoma de
NLRP3, y que este utilizaria MAM como plataforma para su
ensamblaje, tras ser enviado alli por la proteina de sefatizacio
antiviral mitocondrialen respuesta a virus) o la proteina de intedacci
con tiorredoxina de unién a URP3“® (en respuesta a especies

reactivas de oxigeno
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Objetivos

Puesto que el etanol es capaz de activar la respuesta inmune
inflamatoria a través del receptor TLR4 y que las VEs pueden
participar en la amplificacion de la respuesta inflamatoria, la hipotesis
quese proponeabordaren este trabajo €si el alcohol, a través dia
activacion delreceptor TLR4, es capaz de alterar langposicion y
liberacion de lasvEsde las células gliales, y si éstas pueden producir
dafio neuronalAdemas, aliberarse al torrente circulatorigpueden
ser utilizadas com@osbles biomarcadores de la neuroinflamacion

causada por el consumo de alcohol du

Para abordar esta hipétesis, nos planteamos los siguientes

objetivos:

1) Determinar sdosisde etanol, con relevanci@iolédgica, (40-
50 mM), son capacede alterar la liberacion y el contenido
(proteinas y miARNs) de VEs procedentes de -cultivos
primarios de astrocitos, y si estos cambios son dependientes
del receptor TLRA4.

2) Evaluar si la incubacién con VEs procedentes de astrocitos
tratados con etanol es pa de inducir una respuesta

inflamatoria en neuronas control.
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3) Determinar si el etanol es capaz de promover una mayor
liberacion de VEs a través de la activacion conjunta de MAM
y lasenzima esfingomielinasa

4) Analizar en humanos y ratones adolescenpesibles
diferencias de género tanto en los perfiles de miARNs
presentes en las VEs de plasma como en sus genes diana
diferenciasque podrianutilizarse como biomarcadores de la

neuroinflamacion inducida por ebesumo de alcohol
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Materiales y métodos

Seguidamente, procedo a detallar la metodologia,
experimentacion y técnicas empleadas durante la realizacién de este
trabajo. Todos los procedimientos experimentales con animales fueron
realizados acorde a las directivas aprobadas por la directiva europea
(86/609/ECC) por el real decreto 1201/2005, jarcon la aprobacién
del comité de ética de experimentaciébn animal del Centro de

Investigacién Principe Felipe.

3.1. Muestras humanas

Se obtuvo el suero de 18 pacier@bombres y 9 mujeresh
edad adolescen{@8-21 IQR (Interquartile rangé para las mujeres y
19-22 IQR para los hombresgue fueron a emergencias del Hospital
Universitario de Salamanca con sintomas de intoxicacion etilica aguda
(IEA). Se defindEA segun los sintomas clinicos (falta de coordinacion
motora, marcha inestable,zcmamiento alterado, dificultad para el
habla,confusiono desorientacionjunto conuncs niveles de alcait
en sangrgBALSs) elevados(> 1 g/L)%. Es importante resaltar, que
desconocemos tanto tantidad de bebidas tomadasmoel tiempo
transcurrido entre la primera y la Ultimiac @.gPacientes con otro tipo

de patologias, ya fueran crénicas o agudas, o positivos para la toma de
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otras sustanciasstupefacientes (cocaina y otras), fueron descartados

para este estudio.

En elestudiose incluyeron 18 controles sanos (9 hombres y 9
mujeres)21,2-26 2 IQR afios para los hombres y 2257 IQR para
las mujeres)Dichos controles noonsumieron alcohol durante las 72
horas previas a la extraccién de sangre y no presentaron episodios de
consuno agudo de alcohol en los 3 meses previossalidio Estos
sujetos mostraron un perfil hematolégico y bioguimico normal en

sangre y no presentar ninguna patologia previa, ni cronica ni aguda.

Esteestudiofue aprobado por el comité de ética del Hospital
Universitario de Salamanca y se obtuvo consentimiento informado de
cada participante. Las muestras de sasgueaon paradeterminatos
BALs, para la extraccion déEsy el analisis de miRNs libres. Las
muestrasse proceseon y utilizaron rn el estudio después de que los

participantes aportaran el consentimiento firmado.

3.2. Modelo experimental
Para este trabajo se usaron ratones de la cepa C57/BL6, tanto
WT como ratones transgénicdd.R4-KO (cepa C57/BL6 cedida

gentilmente por el Dr. S. Akira, Osaka, Japon). Los ratones se
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distribuyeronen 34 animales por jaula, separados por género y
genotipo. Se mantuvieroncon agua y comidad libitum y bajo
condiciones controladas de temperatura (23°C), humedad (60%) y

ciclos de luz/oscuridad (12h/12h).

Para el tratamiento agudo con etanol, se administraron a
primera hora, dosis de salino (grupo controftanol (3 g/kg) al 25%
(v/v) en suero salino mediante inyeccion intraperitoneal a ratones
adolescentes (30 dia pasital) en 2 dias consecutivos, con 2 dias de
separacion entre las administraciones de dosis (8 dosis totales
separadas a lo largo de 16 Jlid¢egados a este punios animales se
sepaaran en dos grupos, ratones para estudios a corto plazo y ratones
para estudios a largo plazo. Los de corto plazo fueron sacrificados 24
horas después de la ultima administracién de etandlag ser
anestesiados con pentobarbital sédise recogi6é un volumen de
sangre y se diseccionartgjido cerebral y hepaticd.os ratones para
estudios a largo plazse mantuvierorld4 dias mas sin ninguna
administracion extrde etanol geriodo de abstinencia)empotras el
cual se procedio igual que con los ratones a corto plazo. Se obtuvo el
plasma sanguineo mediante centrifugacion de la sangre extehida.
plasmay el resto dejidossecongelaony manuvierona-80°C hasta

su posterior utilizacion.
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3.3. Cultivos celulares

3.3.1.Cultivo primario de astrocitos

Para los estudiom vitro, se utilizaron cultivos primarios de
astrocitos de tip® procedentes de ratones WT y TLRO. Para este
procedimiento se utilizan las cortezas cerebrales d@ones recién
nacidos (6-8 ratones por cultivo). Se separma las cortezas en
condiciones estériles y se disgremacon pigta de vidrio en medio
DMEM (Dul beccobds Modi fCapeiabrn Sceegtifite Medi un
Tras la disgregaén, las células se agitaron a maxima velocetadn
vortex durante 1 minuto, paeiminar las células neurofes y se
pasaron por una malla de 8énjestéril. Estas célulae cultivaron a
una confluencia de 850 células/hen medio DMEM suplementado
al 20% con suero bovino fetal (SBFBiowes), 1% de
penicilina/streptomicing100 U/ml) (Biowes}, 1% de fungizong2,5
pg/ml) (Merck), 1% deglutamina(2 mM) (Gibco) y 1% de glucosdl
g/L) (MercK). EI medio de cultivo se cambcada 4 dias, y dia 7 de
cultivo, el SBF se redajal 10% de concentracion y se quito el
suplemento de glucosa. A dia 14 de cultivo, los cultivos celulares
tenian una confluencia del9%% y el SBFsereemplab por albumina
de suero bovino (BSA, 1 mg/mlGibco) 24 horas previo a la

administracion de ahol (50 mM) SigmaAldrich) al cultivo.
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La pureza de los cultivos se comprobé6 mediante
inmunofluorescencia utilizando los anticuerpos contra las proteinas
GFAP o proteina acidica fibrilar de la glia (marcadora de células
astrogliales), CD11b (marcador dheicroglia), MAR2 o proteina
asociada a microtubulos (Znarcador neuronal) y MBP o proteina
basica de mielina (marcador de oligodendroglia). El 96% de las células

resultaron positivas para GFAP.

3.3.2.Cultivo primario de neuronas

Para el cultivgprimario de neuronas, se igdron ratones WT
y transgénicos con laroteina roja fluorescen{®FP)conjugada a la
actina(ACTB-DsRed) endia 16 de gestacion. Se extrajedichos
embriones de la hembra gestante y se separaron en placas. Las cortezas
se extrgeron en condiciones de esterilidag se disgregan
mecanicamente con la ayuda de una pidetaidrio en medio HBSS
sin Cd? ni Mg*? (1 ml/cerebro)(SigmaAldrich) suplementado con
piruvato sédio y HEPES 10 mM(PAA Laboratories) Luego se
afadieron2 ml/cerebro del mismo medio HBSShiplementado con
Ca?y Mg*? (Hyclong, se dejaron sedimentar y se filtraron en malla
de nylon para limpiar impurezdsas neuronas se cultivaron en medio
Neurobasa(Gibcg suplementado con glutamato 26 uGlutaMAX

(Thermofosher Scientifi1:100), B27R (Thermofosher Scientific
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(1:50) y 50 /ml de penicilina, estreptomicina, ana proporciérde
10 ml/cerebro. Paréa siembra de las neuronase recubrieno las
placas @& cultivo conpoly-D-lisina (12,5 jg/ml) (Millipore) como
sustrato de adhesidonLos cultivos primarios de neuronas se
mantuvieron en condiciones corirdas de temperatura (37°C), £O

(5%) vy esterilidad durante8dias hasta su tratamiento.

3.3.3.Linea celular microglial BV2y tratamientos

La linea celular comercial BV adquird de Innoprot S.Ly
procede de células microglialele cerebro de raton transformadas
mediante retrovirusLas células se descongelaron en bafio (37°C)
durante pocos minutos y luegee des afadi6 medio DMEM
suplementado con 10% de SBF, 1% de penicéataptomicina (R0
U/ml), 1% de fungizona (2,5g4ml). Las células se sembraron en
mismo medio y se dejaron proliferaasta lo requerido para cada
experimento. Los tratamientos y analisis se realizaron siempre entre
pase 3y pase 16 las 24 horas prewisal tratamiento con etanol (50
mM) se cambicel malio de cultivoa medio libre de SBF con BSA

(1%).

En un periodo de 2 horas previas al tratamiento con etanol, se
trataron las células con los inhibidores de esfingondshs
GW4869'94144 (SigmaAldrich), Desipramin&® (SigmaAldrich) en
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unas concentraciones de 10 UBIuM, respectivamente. También se
utilizé la Ciclosporina A SigmaAldrich), comoinhibidor de actividad

deMAM %6 en una concentracion de 2 M.

Parala cuantificacion d las especies de fosfolipidos por
cromatografia en capa fina (TLC), mas detallada en el ib& se
trataronlas células coSerna radioactivg®*H-Serina)(Perkin-Elmer),
con el fin de ser capaces de localizar el destino metabdlidosde
diferentedosfdipidos. Para ello, se les cambi6é el medio a las células
por un medio rimimo esencialMEM) (SigmaAldrich) que carece de
dicho aminoacidoTras 2 horas con este medse, afadieron 2,5
uCi/pocillo de *H-Serinadurante 24 horas, periodo tras elal las
célulasserecogerony secongelaona-20°C hasta la extraccion de sus

lipidos.

3.4. Aislamiento deVEs

Se utilizaron diferentes protocolosarp la purificacion y
obtencién de VE dependiend del tipo de muestra utilizada del
experimentollevado a caboPara la realizacion de este trabajo, se
utilizaron dos protocolos de aislamiento desdierentes, uno basado

en ultracentrifugacion diferencial y otro basadaekit comercial.
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3.4.1.Aislamiento de VE por ultracentrifugacion diferencial

Para la olgncion de VE del sobrenadante de cultivos
primarios celulares (astrocitos y BV2), se extrajo dicho sobrenadante
24 horas después del estimulo con etanol y se centrifugd a @00
durante 10 minutos. Pasado ese tierspalesechél pellet yse obtuvo
el sobrenadante, que fue centrifugado una vez mas axX2g@urante
20 minutos Se descartél pellet yel sobrenadante se transfirio a tubos
de ultracentrifuga, donde se volvieron a centrifugar las muestras a
10.000x g durante media hor&e recuper&l solsenadanteque se
centrifugd en ultracentrifuga a umelocidadde 100.00x g durante 1
hora. Pasado este tiempe, desechél sobrenadante se recuperél
pellet, que se resuspendita tampdn fosfato salino (PBS) y se volvio
a centrifugar con los mismos datos de velocidad y tiempo (108.000
g, 1 hora). Una vez finalizada la ultimatratentrifugacion, se
resuspenid el pellet final, que corresponde a una fraccién enriquecida
en VEs, con PBS suplementado con inhibidores de proteasas
(leupeptina, aprotininafluoruro de fenilmetilsulfonilo RMSH),
ortavanadato sédicdN@vO3) al 10% ydiotiotreitol OTT) al 1%)

(SigmaAldrich).
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3.4.2.Aislamiento de VI por kit comercial

Debido a la limitad cantidad de volumen de plasmse
prefirid utilizar para el aislamiente VESs circulantesunkit comercial
especificamente disefiado para ello. Se utilizéTetal exosome
isolation kitdeInvitrogen que consiste en una-parificacién con una
digestion proteica previa con proteinasaBsta digestiorse llevo a
cabopara la limpieza de grandes acumulos proteicos presentes en el
plasma sanguinegue pudieseninterferir en el resultado de los
experimentos. Para el aislamientoldeVES se siguieron las pautas

del fabricante.

3.5. Western Blot

El andlisis del contenido proteico de las diferentes muestras
estudiadas se realizé mediant&enica déVestern BlatPreviamente
se cuantifico la concentracion proteica de cada muestra biol6gica
mediante BCARierce BCA Protein Assay kit, Thermofisher Scietific
conla finalidad de cargar la misma cantidael proteinale cada una

lasmuestras

Se utilizaron geles catiferente porcentaje de acrilamida (entre

10 y 15%) segun el peso molecular de las proteinas estudialas.
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cargaron concentraciones conocidas e iguales de proteinas en cada
pocillo, previamente desnaturalizadas con tampén de carga 6x (100 g/L
SDS, 200 mg/L azul bromofenol, 350 mM Tris pH 6,8, 30% glicerol y
30% b-mercaptoetanol) durante 5 minutos a 100°C. kateforesis
sellevo a cabo utilizando un sistenMini Protean de Bio-Rad en

tampdn de Trig6 g/L), glicina (2,88 g/l) y SDS (20 g/L).

Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas en el gel SDS
PAGE se transfirieron a membranas de PVDRn{obilon Transfer
Membrane, Milipore) en tampon de Tris (1,44 g/L de glicina, 20% de
metanol) durante 1 hora a 100 V (para proteinas de bajo peso
molecular) o bien durante toda la noche a 30 V (para proteinas de alto
peso molecular) a una temperatura de 4°C. [Erdsansferencia, se
incubaron con los correspondientsticuerpos primarios (Tablg 1

durante toda la noche, a 4°C.

Estas membrana® lavarorentre 34 veces con tampon TBB
al 0,1%,y se incubarorton el correspondiente anticuerpo secundario
conjugado corperoxidasa de rabanblRP) (antiratén, 1:5000Santa
Cruz Biotechnologyanti-conejo, 1:200005anta Cruz Biotechnoloyy
durante 1 hora en agitacianemperatura ambientgras la incubacion,
se lavarorcon tampén TBS al 0.1% 34 veces y luegserevelaon
mediante quimioluminiscencia uando el reactivo ECL plu®{erce
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ECL Plus Western Blotting Substrate, Thermofisher Scigntfia

peliculasde AmershanfAmersham Hyperfilm ECL, GE Healthcare

La cuantificacién de las bandas correspondientes a la expresion
de cada una de las proteinas se realiz6 mediante el software de andlisis
de imagenlmage J La intensidad relativa de cada proteina se
cuantificé en relacién a la intensidad de la banda dprdéeina

GAPDH o CD63 (VEs)segurel tipo de muestra biolégica.

Tabla 1. Listado de anticuerpos primarios utilizados:

Anticuerpo Hospedador Dilucibn Compaifiia

Calnexina  Ratén 1/500 Santa Cruz Biotechonology
Caspasd  Conejo 1/500 Santa Cruz Biotechonology
CD9 Conejo 1/500 Santa Cruz Biotechonology
CcD63 Conejo 1/500 Santa Cruz Biotechonology
CD81 Raton 1/500 Santa Cruz Biotechonology
COX-2 Ratén 1/500 Santa Cruz Biotechonology
GAPDH Raton 1/3000  Millipore
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IL-1R Conejo 1/500 Santa Cruz Biotechonology
NLRP3 Raton 1/500 Santa Cruz Biotechonology
p65NF-2 B Conejo 1/500 Santa Cruz Biotechonology
TLR4 Raton 1/500 eBioscience

3.6. Aislamiento de ARN detejido, células y VE
La obtencion de ARNe las diferentes muestras bioldgics
realizé adaptando logprotocolos para obteneen cada casolos

mejores valoregspecto a laantidad y calidadel ARN.

3.6.1.0btencion de ARN de tejidoggélulas

La extraccion de ARNa partir detejidos (corteza cerebral e
higado)o cultivos celulaes(astroglia, microglia y neuronas® inicié
con la adicién deun volumen deTrizol (SigmaAldrich) y una
disgestion mecani¢cga fueracon pipeteointenso (cultivos celulares)
0 conunsonicador (tejido cerebral e higadBpsteriormente se siguid
el protocolo descrito por Chomczinsky y Saéthen 1987, basado en

inhibiciéon deenzimas ribonucleasa®r fenol, lisis por tiocianato de
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guadinio, tiocianato de aminioon glicerol y cloroformo para la
generacion de las distintas fasesadelos nucleicos y proteinas. El
ARN se preipitd con sopropanglse limpidcon etanol al 70% se
resuspendié ao agua libre de endoribonucleagaera su posterior

control de calidad medianidanodrop

3.6.2.0btencion de ARN de V&

Para la extracciéde ARN de VE (independientemente de su
origen bioldgico), se utilizé un kit comercidldtal Exosome RNA and
Protein Isolation kit, Invitrogen basado en el mismo proceso
explicado anteriormente. EI ARN de ¥Be separ6 mediante una
mezcla de fenatloforormoacidq selavd con etanosucesivamenten
filtros de columna ypor dltimo, seeluyd el ARN con agua libre de

ribonucleasas a 95°C.

3.7. Control de calidad del ARN

La calidad del ARN obtenido se midide dos formas
diferentes medianteNanodrop utilizandolas absorbancisi260/230
nm y 260/280 nm, indicadores de contaminacion por sustancias
guimicas y contaminacion proteica, respectivamente; y medituge

del bioanalizado2100 deAgilent Paraestelltimo, se utilizaron chips
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de smallRNA para medir la calidad de ARNedecuencia corta como

son los miARNsYy chis RNA Nano600para analizar el ARN total.

Con ello se pudo calcular el RIN (valor de calidad del ARN) de cada
muestra y, todas aquellas con un valor inferior de 7,5 se excluyeron de

los estudios.

3.8. Estudio de la expresidon génica

3.8.1.Retrotranscripciéon de ARN PCR

Todas las muestragtrataon conDnaseldelnvitrogencon el
fin de eliminar posibles trazas de ADN gendmicBara la
retrotranscripcion de ARN total, se utilizé el kit comer®alY First
Strand cDNA Synthesis Flexible Pack (NzyteEkte kt utiliza 1 pl de
dNTPs (0,5 mM), 1 ul deRandom hexamer m{%0 ng/ul), 1 pl de
transcriptasa (200 U/ul) y 1 pl d@NAse inhibitor(40 U/J) en un
volumen final de 20 ki La muestra de ARNue de5 pl (200 ngful).
La mezcla sancubd a 50°C durante 40 moitos, posteriormentese
inactivo la reaccion a 98°C durante 5 mirsutBn este momento se
afadio 1 upor muestra d&lZY RNAse W se incub6 a 37°C durante
20 minutos. Este proceso sitnpara eiminar restos de ARN unidos al

ADNCc, permitiendo una mayor seibilidad en la PCR
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3.8.2.Retrotranscripcion de miARNy PCR

La retrotranscripcién des miARNsse llevé a cabo utilizando
el Tagman Advanced miRNEDNA Synthesis Ki(ThermoFisher
Scientifig. Este kit se basa en 4 procesos o fases diferentes con varios
elementos, enzimas y tiempos de incubacién. Primero, se afiadié ATP
y enzima polimerasa para la adhesion de una cola de polyA al ARN.
Para ello se incubaron las muestras leomezcla de reacaia 37°C
durante 45 minutos y luego a 65°C durante 10 minutos para parar la
reaccion de la polimerasRosteriormentese ligd un adaptador a la
cola de polyA. Para ello se incubaron las muestras con Polietilenglicol
8000 al 50%, los adaptadores 26 ARN ligasa durante 60 minutos
a 16°C. Posteriormer, se llevd a cabo la reaccion de
retrotranscripcion cordNTPs 25 mM, 20xUniversal RT primerl0X
RT enzyme mixdurante 15 minutos a 42°C, parandose durante 5
minutos a 85°Qara inactivar la enzia Para finalizar, se procedio a
la amplificacién de los miARS| utilizando ura mezclade cebadores
20xpara miARNY un mix % de enzima. Esta tltima fase empez6 con
un calentamiento de la muestra durante 5 minutos a 95°C para activar
la enzima, seguida de 15 ciclos de 3 segundos a 95°C

(desnaturalizacion) y 30 segundos a 60°C (extension). La reaccion se
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pard a 99°C durante 10 mitos. EI ADNc obtenido se almacend a una

temperatura de20°C hasta la realizacion de la-gPCR.

3.8.3. Analisis de la expresion génica por RJPCR, ARN vy
MIARN

Con el fin de obtener un resultado semicuantitativo de la
expresion tanto de genes comond@RNS recurrimos a la técnica de
RT-gPCR, que se basa en la cuantificacion relativa de los niveles de
expresion de ARNm o miARNrespectoa un gen o miARN de
referenciaPara el estudio de expresion gérseautilizéla ciclofilina

y para el estudio de presiéon de miARN el mid5lay el RNAUG.

Para la RTgPCR de genes se utiliz6 el kiastStart Universal
SYBR Green Mastele Applied Biosystemse us6 1 pl de muestra de
ADNc, 5 d de la master mi2x, 200pM de cada cebador, ya sea en
directo 0 en reverso, y agua libre de ribonucleaBadistado de

cebadores utilizados para esteqaso se detalla en la Tabla 2.

Tabla 2. Listado de cebadores utilizados para las R§PCR.

Nombre NuUmero de Secuencia

acceso

Camk2a NMO001286809 F: ATTTCCCATCACCAGAATGG
R: ATGGCTCCCTTCAGTTTCCT
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Ciclofiina A NM008907 F: GTCTCCTTCGAGCTGTTTGC
R: GATGCCAGGACCTGTATGCT

Foxo3 NM001376967 F: ACAAACGGCTCACTTTGTCC
R: CCGTGCCTTCATTCTGAAC

IL-1b NMO008361 F: ACAGAATATCAACCAACAAG
R: GATTCTTTCCTTTGAGGCCCA

Mapk14 NM001168508 F: GACCGTTTCAGTCCATCATTC
R: AACACATCCAACAGACCAAT

Traf6 NM001303273 F:AACGTCCTTTCCAGAAGTGC
R: GAATGTGCAAGGGATTGGAG

Stat3 NM011486 F: TGTTGGAGCAGCATCTTCAG
R: GCATGTCTCCTTGGCTCTTG

Paa el estudio de la expresion de miAgNe utilizé elkit
Tagman Advanced miRNA Assagie ThermoFisher EI ADNc
obtenido tras la reaccion de retrotranscripcion detallada anteriormente
se incub6 con elagMan Fast Advanced Master n#xy los cebadores

correspondientes a cada miARN 2(0stados en la Tabla 3
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Lasreacciones de amplificacidén se realizaesnplacas de 96
0 384 podios, cargando cada muestra por triplicagl@e captaron
utilizando un LightCycler480 de Roche Para el andlisis de los
resultados obtenidos mediante estos procedimientos, se utilizo el
softwareLightCycler 480 SW 1.55e analizéd curva de la temperatura
de melting paraestar segurode la eficiencia de los cebadores y a la
presencia de un Uni@mplicon Para el analisis de expresion génica y
de miARN, los triplicados con una difera@acsuperior entre ellos de
0,5 ciclos fueron descartados. Para calcular la cuantificaelative
respecto al gen de referensia utilizé la formuleE-Method*, en la
que se tiene en cuenta, ademas del ciclo al spudetecta la

fluorescenciala eficiencia de los cebadores utilizados.
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Tabla 3: Listado de cebadores de miARNs usados para RGPCR.

Nimero de Secuenciadet ebad@®) (50

acceso

mir-21-5p MIMAT0000530 UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA

mir-146a5p MIMATO0000158 UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU

mir-182-5p MIMAT0000211 UUUGGCAAUGGUAGAACUCACACG

mir-183-5p MIMAT0000212 UAUGGCACUGGUAGAAUUCACU

mir-200b:5p MIMAT0004545 CAUCUUACUGGGCAGCAUUGGA

mir-451a MIMAT0001632 AAACCGUUACCAUUACUGAGUU

RNAU6 NR_004394 GTGCTCGCTTCGGCAGCACATATACTA
AAATTGGAACGATACAGAGAAGATTA
GCATGGCCCCTGCGCAAGGATGACAC
GCAAATTCGTGAAGCGTTCCATATTTT

3.9. Cuantificacion de VEs mediante citometria de
flujo

LasVEsrecién obtenidase diluyeron en tampdn PBS filtrado
utilizando unfiltro de jeringa de B2 ym de tamafio de por®ara la
deteccion por citometria de flujo, se tifieron los\¢&n un fluor6foro
liposoluble capaz de traspasar su membrana y adherirse alSMR® (

RNA Select Green, Invitrogeen oscuridad gncondiciones estériles.
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Una vez afadido el marcador, las muestras fueron agitadas mediante
vortex e incubadas 30 minutos a 37°C adasese tiempo, las muestras

se cargaroen el citometro de fluj€ytoFlex SBeckman and Coulter

y se visualizéla fluorexencia mediante el softwax@ytExpert El
sistemase lavécon agua y detergente entre la carga de cada muestra
para eliminar posibles residuos entre muestras. El citéreefraso a

punto para la deteccién de ¥Htilizando las perladeganix-Plus
FSC(BioCyte®, una mezcla dperlas fluorescentes de los siguientes
tamafios100 nm,300 nm, 500 nm y 900m (Figura §. Se analizéd
fluorescencia de las perlasilizando el laser de 488 nm vy el filtro de
emisién de 525 nm. Para una mejor deteccion de pequefias particulas,
se utilizaron los laseres de dispérsirontal y laterah 488 nm vy el

laser viokta de dispersion latermfl05 nm. Lagerlas fluorescentes
visualizaronmediante el ajuste de la ganancia de fluorescencia y los

detectores laterales.
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MEGAMIX PLUS FSC DISC VSSC : All Events
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Figura 8: Perfil de tamafios de la mezcla de cuentas fluorescentes utilizada
para la deteccion de VEs por citometria de flujo.

3.10. Deteccion de VE mediante Microscopia
Electronica de Transmision

LasVEs se prepararopara su observacion ehmicroscopio
electrénico de transmisiOMET) mediante el siguiente protocolo: se
fijaron las VEscon paraformaldehidal 2% y se depositaron % sobre
rejillas recubiertas déormvarcarb6n para MET. Las muestras se
dejaron secar al aire durante 20 minutos. En una hgpardéim, se
lavaron las rejillas con PBS, glutaraldehido y agua destiladte
proceso de lavado con agua se repiti6 hasta 8 vece®l taal se
transfirieron &s rejillas ainasolucién de uranibxalato (pH7) durante

5 minutos.Pasado ese tiempo, sansfirieronnuevamentdas rejillas
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a una solucionde metilcelulosa con acetato de uranilo durante 10
minutos a 4°C. Se cogieron las rejillas cuidadosamenteunan
pinzas se elimino el fluido excesivo por decantacién y se dejaron secar
al aire durante A0 minutospara su posterior observacion. Las
preparacionesueron examinadas en un microscopial Tecnai G2
Spirit (FEI Europ#, utilizando una camara digittorada (Olympus

Soft Image Solutions GmpH

3.11. Estudio de interndizacibn de VEs por
neuronas mediante microscopiaanfocal

Para este estudio se utilizaron cultivos primarios de neuronas
(con una pureza del 95%) procatks de cortezas cerebrales de ratones
WT vy transgénicos (ACTH®sRed) de 16 dias de edad. Los ratones
transgénicos ACTEsRed se caracterizan por mostrar fluorescencia
roja en sus células debido a la presencid&RBE combinada con la
actina. Dichos cultive se sembraron en pocillos recubiertos con poli
D-Lisina y se mantuvieron con medio Neurobasal suplementado con
B-27, bajo condiciones controladas de temperatura, humedad y CO
durante 34 dias. También se utilizaron cultivos primarios de astrocitos
(con wa pureza de 95%) derivados de ratones WT y TKR4ecién

nacidos, de los que se obtuvieron lastieradas al medio de cultivo.
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Estos cultivos se sembraron en 3 placas Petri de 150 de diametro por
condicion (control y tratados con etanol 50 mM, 24 horas), se crecieron
durante 14 dias y se les afadio el tratamiento 24 horas previo al

aislamiento de sus \&

Con estos cultivos seakzaron los estudios de internalizacién.
Para ello, se aislaron las ¥He las células astrogliales, siguiendo el
protocolo por ultracentrifugacion previamente descrito y bajo
condiciones de esterilidad. Una vez obtenidas |las 84farcaoncon
fluorescencia, utilizando para ello diferentes fluoréforos. Para las
neuronas WT, se incubaron las &Hnarcadas conBODIPY
(fluorescencia roja). Para las neuronas Acdd$Red (que tienen
fluorescencia roja), se mamon las VES con SYTO Green

(fluorescencia vete).

Las neuronasecultivaron sobre cristales estériles de 12 mm
de didmetro y a dia 3 de cultivo se les afiadieron 10 ul dendEcadas
con su fuoréforo correspondienteBODIPY para neuronas WT y
SYTO Greepara neuronas ACTBsRed), y se dejaron tada noche
incubando. Transcurridas 24 horas, las neuronas&iarcaon con
un fluoréforo verde Cell Tracker Green Invitroger) durante 30
minutos. Tanto las neuronas WT como las AcD$Redsefijaroncon
paraformaldehido al 3,7% en PBS (con*Ca Mg*?) durante 20
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minutos, y luegcse permeabilizeon con NR40 al 0,1% durante 5
minutos. Los nucleos de las neurosamarcaon con Hoechst 33342

(0,5 pg/mL) Molecular Probek Los cristales se montaron en medio
de montaje FA Difco). La fluorescenciale cada célulae analizd
utilizando un microscopio confochkica(modeloTCSSP8AOBS y

la cuantificacion de ésta se realizo utilizando el softw&® AF Lite
(Leica Confocal Softwajeexpresando los resultados como intensidad
de fluorescencia por aédh (unidades arbitrarias). Para corroborar que
las VEs estaban internalizadas en las neuronas, se utilizé la proyeccion
Z del microscopio confocal, que es una técnica de procesado de imagen
que, a partir de un conjunto de fotografias, es capaz de generar
imagen compuesta con una mayor profundidadcampo, dondse
puedenobservar VE fluorescentes en el interior céy y no
adheridas a la membraaaterior. A partir ddas imagenes también se
realizaron analisis decleos apoptoéticos marcados cowekhst

33342, medida de viabilidad celular.

3.12.Cuantificacion de VEs mediante Nanosight

NanoSigt NS300 Malver(NanoSight Ltiles una herramienta

gue nos permitmedir el rango de tamafios y la concentraciéon de VE
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Las particulase rastrearoautomaticamente sedetermird su tamafio
mediantesumovimiento Browniano y su coeficiente de difusidnas

el aislamiento y obtencién de $Eestaseresuspndieronen 08 ml

de tampon PBS filtramlutilizandoun filtro de jeringa de @2 um de
tamafo. Las condiciones de las mled de las VEen el sistema
fueron lassiguientes: temperatura = 25+0,5°C, viscosidad = 0,99+0,

cP, cuadros por segundo = 25, tiempo de medida = 30 segundos. El

umbral de medida fue similar en todas las muestras.

3.13.Estudio bioinformatico de miARNS
El andlisis de enriquecimiento funo@ de bs mIARNs se
realizé utilizandodiferentes herramientas weBe utilizé DIANA

mirPathv2.0ttp://diana.imis.athenainnovation.gr/DianaTools/index.

php), una herramienta bioinformatica qupermite el andlisis de
diferentes miARIS con el fin deidentificar las rutasKEGG (Kyoto
Encyclopedia of the Genes and Genonmeayormente afectadas por
la accon conjunta de los miARNs analizaddambién sautilizo la

web mirnet.ca(https://www.mirnet.cg/ esta plataforma relacionad

dianasmas probablemente afectadpor lo miARNsen estudio. La

base de datos de la plataforasociaos resultados obtenidos a partir
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de diferenes aproximaciones metodoldégicasomo microarrays
RNAsego RT-gPCR de tal forma quepermite identificaraquellos
genescon masprobabilidadesde ser reguladopor los mIARNs de
interés. Por Ultimo, se  utilizd6 la herramient&TRING

(http://www.stringdb.org que permitebtener interacciones entas

diferentes dianas obtenidss por las plataformasioinformaticas

anteriorexcreandaedes de interaccigoroteinaproteina

3.14. Extraccidon de lipidos para ensayos de
transferencia de fosfolipidos

Las muestras se incubaraon 150 i de agua500 pl de
cloroformo y 250 jude metanol (relacié:1). Esta mezcla sagitd
vigorosamente mediante ngéx durante 15 segundos y se centrifugé a
8.000x g durante 5 minutos. El resultado obtenfderon dos fases
claramente separadag ths cuales se obtuvieron 30Dde la fase
inferior (correspondienta la cel cloroformo) donde se encontradas
lipidos. Posteriormente estas muestiss secaon mediante la
aplicacion de nitrégeno gas sobre los tubos, quedandose los lipidos
adheridos a las paredes éste. Estas muestrsscongelaon a-80°C

hasta swso.
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3.15. Aislamiento y purificacion de MAM

El protocolo para el aislamiento y obtencion de MAM, tanto
de células como deprtezacerebral, consistién una serie de pasos de
ultracentrifugacion diferencial Las muestras se homogeniaa
mecanicamente epresencia dein tampon compuesto pddanitol
(225 mM) (SigmaAldrich), HEPES(25 mM) (Invitrogen y EGTA
(ImM ph 7,4)(SigmaAldrich) para la conservacion de membranas
estucturas lipidicasy de inhibidores de proteasds. homogenado
resultante se centrifug¢3.000 x g, 10 min)para separar restos
celulares como nudcleos y debris del sobrenadante (S1). Este
sobrenadante se centrifu¢®000 x g, 15 minpara separar la fraccion
mitocondrial, presente en el pellet (P2) y lacfiion de RE, en el
sobrenadante (S2). El P2 se incorporé en un gradiente de Peacd
Cruz Biotechnology al 30% y se obtuvieron 2 bandasna
correspondiente KIAM y otra amitocondriasAmbas bandas fueron
recuperadasdiluidas en PBS centrifugads (95.000 x g, 30 min)

nuevamente para obtenara mayoippureza
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3.16. Andlisis de actividad de MAM por
cromatografia en capa fina

Para medir la actividad de MAM, se realizé una cromatografia
en capa fina (TLC) que permite cuantificaradaioactividad presente
en las diferentes especies de fosfolipide interés (PtdSer, PtdEtn y
PtdChoj). Para ello, se utilizaron células BV2 que fueron tratadas con
etanol y®H-Serina y posteriormentese extrajeron sus lipidos como se
describiéen el unto 3.14 Luego, se utilizaron unas cadmaras de cristal
previamente lavadas con metanol y acetona, como soporte para llevar

a cabo la cromatografia.

Se prepararon las dos fases moviles necesarias para el proceso
en dos camaras de cristal diferentes. Rafade movil 1, se afiadieron
84 ml de éter de petréleo, 16 ml de dietiléter y 1 ml de &cido acético.
Para la fase movil 2, se afiadieron 60 ml de cloroformo, 50 ml de
metanol, 5 ml de agua y 1 ml de acido acético. Como estructura para
la cromatografia seilizaron laminas de plastico recubiertisgel de
silice Las muestras de lipidos adheridos al tubo se resuspendieron en
cloroformo y se fueron afiadiendo geat gota sobre las placas de sjlice
dejandoevaporarel cloroformo antes de afiadir el resto. Sadkeron
estandares de los fosfolipidos previamente marcados con el fin de tener

una referencia. Tras cargar todas muestras, las placas de sikee

66



Materiales y métodos

pusieron dentro de la camara de cristal con la fase mévil 1, el tiempo
necesario para que esta corribesta cerca del limite superior de la
placa, momento en el cual se saco de la cAmara, se dejé secar al aire y
se introdujo dentro de la cAmara con la fase mavil 2. Se repitio el
proceso Yy finalmente se introdujo dentro de una tercera camara en
presencia @ cristales de yodo, elemento necesario para revelar los
lipidos presemts durante 24 horas. Pasado este tiempo, se recortaron
las marcas correspondientes a cada fosfolipido de cada muestra, se
introdujeron en tubos con cdéctel de titilacion y se cuantificd su
radioactividaden un detector de centelldoa representacion graéic

del proceso se muestra en lgufa9.
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mitochondria

2 h en medio MEM sin Serina

l

2,5 uCi/mL 3H-Serina

1
O

Recoleccion de célulasa2y4 h PtdEt . . . . . .
n -_—
= - . RIGIEEE X X X X X
| [ PtdSer -0 000080
= | -
1 PtdCho-eeeee®e®
/ ‘\.‘” B N R N N
C““'“tiﬁcafi(’“ Extraccion Cromatografia
de proteina de lipidos en capa fina (TLC)

Figura 9: Representacion grafica del protocolo de andlisis de sintesis de
fosfolipidos en la region de MAM.
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Resultados

4.1. Efecto del etanol en la secrecién de \&en
astrocitos y el rol del TLR4 en el proceso

El estudio de los efectos del etanol sobre la secrecidfEde
en células astrogliales, se llevdo a cabo en cultivos primarios de
astrocitos procedentes de la corteza cerebral de ratones recién nacidos,
WT y TLR4-KO. Los cultivosse tratarorcon etanol (50 mM/24 h) una
vez que se encontraron confluentes en el dia 14 de cultivodi€has
tratamiento se aislaron las ViEpresentes en el medio de cultivo
mediante  ultracentrifugacion diferencial.  Utilizando  MET,
observamos que las particulas obtenidas en todos los grupos tenian las
caracteristicas tipicas de tamafo-{30 nm) y morfologia d¥Es’

(Figural0).

Figura 10: Imagenes de MET de VE&procedentes de medio de cultivo de

astrocitos de raténBarra de escala: 100 nm.
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