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Resumen en castellano 

El alcohol es un compuesto neurotóxico y su abuso puede causar 

daño cerebral y neurodegeneración. Sin embargo, los procesos 

neuropatológicos que producen estos efectos no se conocen con exactitud. 

Nuestro grupo demostró por primera vez que el etanol induce gliosis, 

neuroinflamación, daño cerebral y neurodegeneración mediante la 

activación del sistema inmune innato en cerebro a través de los receptores 

TLR4 de las células gliales. Además, evidencias recientes apuntan a que el 

alcohol altera los procesos de degradación de proteínas en patologías como 

la hepatopatía alcohólica, pero se desconoce si estos procesos proteolíticos 

también participan en el daño cerebral inducido por el consumo de alcohol. 

Mediante esta tesis, pretendemos evaluar la relación de los dos principales 

complejos proteolíticos, el sistema ubicuitina-proteasoma y la vía de la 

autofagia, con el daño producido por el alcohol en el cerebro, así como la 

implicación de los receptores TLR4 en este proceso. Para ello, usaremos 

ratones WT y TLR4-/- tratados crónicamente con etanol en agua durante 5 

meses y los compararemos con los respectivos controles mediante técnicas 

como el western blot, PCR cuantitativa, inmunofluorescencia, 

inmunohistoquímica o citometría. Del mismo modo, trabajaremos también 

con cultivos primarios de células gliales para evaluar el efecto del alcohol en 

dosis agudas in vitro. Nuestra hipótesis de partida es que al activar la 

señalización por TLR4, el etanol causa inflamación en el cerebro, estrés 

oxidativo y acumulación de proteínas por disfunción de los sistemas 

proteolíticos. Esta acumulación de agregados proteicos podría a su vez 

estimular la activación de los receptores TLR4, amplificando los efectos del 

etanol en la producción de daño cerebral y neurodegeneración. 

 

 

 

 

 

 



Resumen en valenciano 

L'alcohol és un compost neurotòxic i el seu abús pot causar dany 

cerebral i neurodegeneració. No obstant això, els processos 

neuropatològics que produeixen aquests efectes no es coneixen amb 

exactitud. El nostre grup va demostrar per primera vegada que l'etanol 

indueix gliosi, neuroinflamació, dany cerebral i neurodegeneració 

mitjançant l'activació del sistema immunitari innat en cervell a través dels 

receptors TLR4 de les cèl·lules glials. A més, evidències recents apunten que 

l'alcohol altera els processos de degradació de proteïnes en patologies com 

l'hepatopatia alcohòlica, però es desconeix si aquests processos proteolítics 

també participen en el dany cerebral induït pel consum d'alcohol. 

Mitjançant aquesta tesi, pretenem avaluar la relació dels dos principals 

complexos proteolítics, el sistema ubicuitina-proteasoma i la via de 

l'autofàgia, amb el dany produït per l'alcohol en el cervell, així com la 

implicació dels receptors TLR4 en aquest procés. Per a això, farem servir 

ratolins WT i TLR4-/- tractats crònicament amb etanol diluït en aigua durant 

5 mesos i els compararem amb els respectius controls mitjançant tècniques 

com el western blot, PCR quantitativa, immunofluorescència, 

immunohistoquímica o citometria. De la mateixa manera, treballarem 

també amb cultius primaris de cèl·lules glials per avaluar l'efecte de 

l'alcohol en dosis agudes in vitro. La nostra hipòtesi de partida és que 

l’activació de la senyalització del receptor TLR4 per l'etanol causa inflamació 

al cervell, estrès oxidatiu i acumulació de proteïnes per disfunció dels 

sistemes proteolítics. Aquesta acumulació d'agregats proteics podria al seu 

torn estimular l'activació dels receptors TLR4, amplificant els efectes de 

l'etanol en la producció de dany cerebral i neurodegeneració. 

 

 

 

 

 

 



Resumen en inglés 

Alcohol is a neurotoxic compound and its abuse can cause brain 

damage and neurodegeneration. However, the neuropathological 

processes that produce these effects are not completely understood. Our 

group demonstrated for the first time that ethanol induces gliosis, 

neuroinflammation, brain damage and neurodegeneration by activating the 

brain innate immune system through the TLR4 receptor of glial cells. In 

addition, recent evidence suggests that alcohol alters the protein 

degradation processes in several pathologies such as alcoholic liver disease, 

but whether these proteolytic processes are also involved in ethanol-

induced brain damage remains elusive. Therefore, we aim to evaluate the 

relationship between the two main proteolytic complexes, the ubiquitin-

proteasome system and the autophagy-lysosome pathway, and the 

ethanol-induced brain damage, as well as the involvement of TLR4 

receptors in these processes. To that end, we will use WT and TLR4-/- mice 

chronically treated with ethanol in water for 5 months and we will compare 

them with their respective controls using techniques such as western blot, 

quantitative PCR, immunofluorescence, immunohistochemistry and 

cytometry. Similarly, we will also work with primary cultures of glial cells to 

evaluate the effect of an acute dose of alcohol in vitro. Our hypothesis is 

that by activating TLR4 signaling, ethanol causes neuroinflammation, 

oxidative stress and protein accumulation through a proteolytic systems 

dysfunction. This accumulation of protein aggregates may in turn stimulate 

the activation of the TLR4 receptor, amplifying the effects of ethanol in the 

production of brain damage and neurodegeneration. 
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1.1 Alcohol y daño cerebral: papel de la 

neuroinflamación 

El alcohol (etanol) es un compuesto neurotóxico y su abuso puede 

producir daño en diferentes tejidos y órganos, entre los que destacan el 

hígado y el cerebro por su mayor sensibilidad. Según la Organización 

Mundial de la Salud (WHO, 2011), el consumo de alcohol es el tercer factor 

de riesgo más importante para la aparición de enfermedades y otras 

discapacidades. Es el principal causante de 60 tipos de enfermedades y 

componente causal en otras 200 patologías, y provoca alrededor del 4% de 

todas las muertes anuales en el mundo (WHO, 2011). 

El cerebro es uno de los principales órganos afectados por el 

consumo de alcohol. Contiene aproximadamente cien mil millones de 

células nerviosas o neuronas, pero además, por cada una de estas neuronas 

existen 10 células gliales o, en su conjunto, glía. La glía se divide en 

microglía, que es la encargada de mediar en la respuesta inflamatoria del 

sistema nervioso central (SNC); y macroglía, compuesta por 

oligodendrocitos que forman la vaina de mielina que envuelve los axones 

neuronales y por astrocitos, que son las células gliales más abundantes y 

cumplen funciones fisiológicas esenciales para el mantenimiento de la 

función neuronal. 

El consumo abusivo de alcohol resulta en alteraciones significativas 

de la estructura, fisiología y función cerebral (Crews et al., 2005; de la 

Monte, 1988). Diversos estudios en individuos alcohólicos postmortem 

demuestran que el alcohol genera una reducción de la masa cerebral 

(Harper and Kril, 1993; Kril and Halliday, 1999) y que esta reducción es 
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mayor cuanto mayor es la cantidad de alcohol ingerida a lo largo de la vida. 

La pérdida de masa cerebral se debe a una combinación de la pérdida tanto 

de neuronas como células gliales, y a una reducción en su tamaño, 

complejidad sináptica y ramificación neuronal. Los lóbulos frontales, que se 

encargan de la integración del comportamiento, intelecto y emoción, 

parecen ser especialmente sensibles a la los efectos del alcohol (Jernigan et 

al., 1991; Oscar-Berman and Hutner, 1993). Estos muestran la mayor 

reducción en masa a favor del agrandamiento de los ventrículos cerebrales. 

Esta pérdida se atribuye a una disminución de la materia blanca, compuesta 

por las fibras nerviosas mielínicas (Alexander-Kaufman et al., 2006; de la 

Monte, 1988; Harper and Matsumoto, 2005), no sólo en los lóbulos 

frontales (Alexander-Kaufman et al., 2006; Sullivan and Pfefferbaum, 2005), 

sino también en el tálamo, cuerpo calloso (CC) y cerebelo (Rosenbloom et 

al., 2003). Además, también hay una reducción de la materia gris, 

constituida principalmente por neuronas, sobre todo en regiones 

específicas de la corteza cerebral, hipocampo y cerebelo de cerebros de 

alcohólicos (Harper et al., 2003; Harper and Matsumoto, 2005). Se han 

observado también alteraciones y muerte celular de las células gliales en 

cortex prefrontal e hipocampo (Ikegami et al., 2003; Korbo, 1999; Kril et al., 

1997; Miguel-Hidalgo et al., 2002), así como una reducción en la expresión 

de distintos genes relacionados con el proceso de mielinización (Lewohl et 

al., 2005; Liu et al., 2006), que podrían estar implicados en dicha pérdida.  

Todos estos cambios morfológicos y estructurales van 

acompañados también de cambios funcionales. Estudios clínicos y 

experimentales demuestran que existen déficits neuropsicológicos en 

alcohólicos, especialmente en los que sufren el síndrome de Wernicke-
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Korsakoff (Oscar-Berman and Hutner, 1993). Parece ser que las funciones 

más afectadas son las relacionadas con la parte de la corteza prefrontal, 

como cambios en la personalidad, disfunciones emocionales y en la 

capacidad de concentración, y en general todas las tareas relacionadas con 

la función cognitiva. Además, incluso en casos menos graves de alcoholismo 

también se aprecia una reducción de la capacidad de aprendizaje, memoria, 

procesamiento de información y afectaciones motoras (Oscar-Berman and 

Hutner, 1993; Parsons, 1993). 

A pesar de una amplia investigación sobre los efectos del etanol en 

cerebro, todavía se desconocen los mecanismos moleculares responsables 

del daño que induce el alcohol en el cerebro. Sin embargo, se han 

propuesto varios mecanismos y factores concurrentes que podrían 

contribuir a dicha neurodegeneración, entre ellos: 1) la participación de 

eventos excitotóxicos y la generación de glutamato (Crews and Chandler, 

1993; Lovinger, 1993) y óxido nítrico (NO) (Chandler et al., 1997; Lancaster, 

1992), 2) la activación glial y el edema cerebral (Collins et al., 1998), y 3) el 

estrés oxidativo causado por la producción de radicales libres. No obstante, 

evidencias recientes sugieren la implicación de mecanismos inflamatorios 

en el daño producido por el alcohol en el cerebro (Valles et al., 2004). Estos 

estudios demuestran que el tratamiento crónico con alcohol no sólo 

aumenta los niveles de citoquinas (IL-1β, TNF-α) y otros mediadores 

inflamatorios (iNOS, COX-2), sino que también activa vías de señalización 

tradicionalmente asociadas con inflamación (MAPKs, NF-ĸB, AP-1) en 

cerebro de rata y en astrocitos en cultivo. Todos estos eventos 

inflamatorios están además asociados con un aumento en la muerte celular 

(Valles et al., 2004). Si integramos los tres mecanismos propuestos 
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anteriormente e incluimos las nuevas evidencias de la importancia de los 

procesos inflamatorios, quedaría un modelo en el que la activación de las 

células gliales y en general del sistema inmune innato inducida por el etanol 

podría desencadenar la producción de compuestos tóxicos como especies 

reactivas del oxígeno (ROS) u óxido nítrico (Blanco et al., 2004), citoquinas 

inflamatorias y glutamato, que podrían contribuir a la aparición de daño 

cerebral de forma similar a lo que ocurre en otras patologías del cerebro y 

enfermedades neurodegenerativas (Giovannini et al., 2003; Hunot and 

Hirsch, 2003; Owens, 2003). 

A pesar de que los mecanismos moleculares por los cuales el 

alcohol induce la producción de estos mediadores inflamatorios no están 

del todo esclarecidos, datos de nuestro laboratorio apuntan a que el etanol 

podría activar la respuesta inmune innata y la señalización por los 

receptores tipo Toll (TLR), lo que se traduciría en la activación de NF-kB y la 

consiguiente producción de mediadores inflamatorios (Blanco et al., 2005; 

Fernandez-Lizarbe et al., 2009; Valles et al., 2004). 

 

1.2 Sistema neuroinmune 

El SNC se ha considerado tradicionalmente como un tejido 

inmunológicamente privilegiado, ya que carece de vasos linfáticos, está 

desprovisto de células dendríticas y las células del parénquima no expresan 

moléculas presentadoras de antígeno (complejo mayor de 

histocompatibilidad, CMH I y II) de forma constitutiva (Vergara, 2011), pero 

sobre todo porque está protegido por una “barrera hematoencefálica” 

(BHE) que lo aísla de la periferia. La BHE, formada por células endoteliales, 
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previene bajo condiciones normales la entrada al parénquima cerebral de 

leucocitos, anticuerpos, factores de complemento y citoquinas, así como 

células presentadoras de antígeno (CPA) como las células dendríticas, 

células B, o macrófagos (Neumann, 2001; Schultzberg et al., 2007). 

Sin embargo, en los últimos años se ha demostrado que el SNC está 

íntimamente ligado al sistema inmunitario a diferentes niveles (Neumann, 

2001). El SNC no sólo es inmnunocompetente, sino que además tiene la 

capacidad de interactuar con el sistema inmunitario periférico a través de la 

liberación de neurotransmisores como la dopamina, el glutamato o la 

acetilcolina (Franco et al., 2007; Levite, 2008; Pacheco et al., 2009). Por 

tanto, el SNC puede modular la respuesta inmune y de esta forma limitar el 

daño tisular producido por la inflamación (Aloisi, 2001; Vergara, 2011). 

Hasta hace poco, el estudio del SNC se había centrado únicamente 

en las neuronas (Chavarria and Alcocer-Varela, 2004; John et al., 2003; 

Wrona, 2006), ya que se creía que éstas eran las células funcionales y otros 

tipos celulares, como las células gliales, simplemente contribuían a 

“alimentarlas” y darles soporte. Sin embargo, en la actualidad se sabe que 

las células gliales tienen un papel muy importante en el mantenimiento de 

las homeostasis del SNC (Chavarria and Alcocer-Varela, 2004) y son células 

esenciales en procesos como la reparación tisular (Wurmser et al., 2004), 

neurotransmisión (Araque and Perea, 2004), vascularización, así como en la 

inflamación, neuroprotección y en general en la respuesta inmune innata 

(Aschner, 1998; Aschner et al., 2002; Dong and Benveniste, 2001; Hanisch, 

2002). 

El sistema inmune innato constituye el primer mecanismo de 

defensa del que dispone el organismo para defenderse ante una infección 
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foránea. Éste responde de una forma genérica y sin especificidad, lo que lo 

diferencia del sistema inmune adaptativo, y suele desencadenar una 

respuesta de tipo inflamatorio por parte de las células del sistema 

inmunitario, como los macrófagos y las células gliales (Griffiths et al., 2007). 

Entre las células gliales, la microglía y los astrocitos son los 

principales encargados de las funciones inmunológicas en el cerebro, y 

tienen un papel fundamental en los procesos inflamatorios. La microglía 

constituye un 12% del total de células en el SNC. Se trata de células de 

pequeño tamaño que se encuentran diseminadas por todo el SNC y que 

hacen las veces de macrófagos del parénquima cerebral. En condiciones 

fisiológicas, se encuentran en un estado de reposo, estado que se asocia 

con la producción de citoquinas antiinflamatorias y factores neurotróficos 

(Streit et al., 2004). Sin embargo, la microglía se estimula rápidamente en 

presencia de daño tisular o infección. En estos casos, se produce un cambio 

en su morfología (de un estado basal arbustivo pasan a uno ameboide) y 

adquieren una gran cantidad de funciones que incluyen la fagocitosis, la 

sobreexpresión de moléculas de superficie celular, la producción y 

secreción de mediadores inflamatorios (Hanisch, 2002), e incluso la 

capacidad para actuar como CPAs. Todo ello sirve para promover una 

respuesta inflamatoria que si se alarga en el tiempo puede ser la 

responsable del daño neuronal, como se ha observado en múltiples 

enfermedades neurodegenerativas (Glass et al., 2010). 

Por su parte, los astrocitos son la población más numerosa del SNC 

y también son importantes en la respuesta inmune. Entre sus funciones 

están el control de la homeostasis de agua e iones, la captación de 

aminoácidos neurotransmisores y la producción de factores de crecimiento 
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esenciales para el desarrollo de las neuritas (Haberg et al., 2001). Además, 

contribuyen al establecimiento y mantenimiento de la BHE (Prat et al., 

2001) y modulan la migración de monocitos y linfocitos a través de esta 

(Weiss and Berman, 1998). Los astrocitos responden fuertemente al daño 

tisular y parecen tener un papel importante en la regulación de la 

inflamación en el cerebro (Dietrich et al., 2003). De hecho, el daño cerebral 

suele ir acompañado de una hipertrofia, proliferación, y expresión génica 

alterada en astrocitos, proceso que se conoce comúnmente como 

astrogliosis reactiva (Ridet et al., 1997) y que está íntimamente ligado a la 

inflamación (Little and O'Callagha, 2001). Existe una clara dualidad en 

cuanto al papel de la astrogliosis, ya que ésta puede ser beneficiosa para la 

supervivencia neuronal y glial mediante la producción de neurotrofinas y 

factores de crecimiento, o tener un efecto negativo al inhibir el crecimiento 

y migración neuronal y glial (Crews et al., 2004; Sofroniew, 2009). 

La astrogliosis parece ser iniciada y modulada por la presencia de 

citoquinas, especialmente por IL-1β, TNF-α, IFN-γ y TGF-β. La activación de 

los astrocitos en respuesta a un proceso neuropatológico induce la 

producción de más citoquinas e incrementa la expresión del CMH de tipo II, 

lo que les permite actuar como CPAs (Dong and Benveniste, 2001). Los 

astrocitos sufren por tanto una reprogramación funcional que es esencial 

para el mantenimiento de la homeostasis y la regulación local de la 

respuesta inmune e inflamatoria (Benveniste, 1998).  

Tanto microglía como astrocitos se caracterizan por la expresión de 

una clase de receptores de membrana que son esenciales en el desarrollo 

de la respuesta inmune e inflamatoria y que son conocidos como 

receptores tipo Toll (Mishra et al., 2008). 
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1.2.1 Receptores tipo Toll 

Los receptores tipo Toll (“Toll-like receptors”, TLRs) son una familia 

de receptores de reconocimiento de patrón (“pattern recognition 

receptors”, PRRs) identificados en Drosophila (Hashimoto et al., 1988) que 

permiten la identificación de una serie de motivos estructurales 

conservados en una gran variedad de patógenos (“pathogen associated 

molecular patterns”, PAMPs) y otras moléculas endógenas producidas 

durante el daño tisular (“danger associated molecular patterns”, DAMPs) 

(Medzhitov et al., 1997). Estos receptores son de gran importancia en el 

sistema inmune innato ya que representan la primera barrera de defensa 

contra las infecciones. La estimulación de los TLRs por los correspondientes 

PAMPs o DAMPs inicia cascadas de señalización que producen la activación 

de factores de transcripción como AP-1 (“activator protein 1”), NF-κB 

(“nuclear factor-ĸB”) y factores reguladores del interferón (IRFs). La 

señalización a través de los TLRs resulta en una gran variedad de respuestas 

celulares incluyendo la producción de interferones (IFNs), citoquinas 

proinflamatorias y citoquinas efectoras que dirigen la respuesta inmune 

adaptativa. Sin embargo, cabe destacar que a pesar de que los TLRs son 

receptores del sistema inmune innato, también participan en diversos 

procesos no estrictamente inmunes, tales como el metabolismo óseo (Bar-

Shavit, 2008), la neurogénesis (Rolls et al., 2007) y el desarrollo cerebral 

(Ma et al., 2007; Ma et al., 2006). 

Los TLRs forman parte, junto con los receptores de interleukina-1 

(IL-1R), de la superfamilia de receptores interleukina-1/Toll-like. Se trata de 

glicoproteínas transmembrana caracterizadas por un dominio extracelular 

que contiene repeticiones ricas en leucina (LRRs) y una región citoplásmica 
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formada por un dominio muy conservado conocido como TIR (“Toll/IL-1 

receptor”). Este dominio está formado por alrededor de 200 aminoácidos y 

consta de tres “cajas” o regiones de homología esenciales para la 

señalización. En cuanto al dominio extracelular, está formado por 19-25 

copias en tándem del motivo LRR, cada cual contiene a su vez 24-29 

aminoácidos. Estas repeticiones se estructuran en forma de láminas β y 

hélices α conectadas por loops o bucles. La estructura en la que están 

dispuestas es esencial, ya que forma una especie de herradura que se cree 

que influye directamente en el reconocimiento de los ligandos (Fig. 1). 

 

 

Figura 1. Estructura típica de los receptores TLR4. Estos receptores están formados por tres 
regiones (N-terminal, central y C-terminal) e interactúan con otras moléculas como MD-2 
para reconocer a su ligando LPS (en rojo). Se señalan y numeran las repeticiones ricas en 
leucina (LRR). (Modificada de www.nature.com). 

 

Los TLRs se expresan en una gran cantidad de tipos celulares, pero 

sobre todo se expresan altamente en células relacionadas con el sistema 
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inmune innato, incluyendo macrófagos y células gliales (Glass et al., 2010). 

Se han caracterizado diez tipos de TLRs en humanos (TLR1 a TLR10) y doce 

murinos (TLR1 a TLR9 y TLR11 a TLR13, ya que TLR10 es un pseudogén). 

Todos ellos se localizan en la membrana plasmática, con la excepción de 

TLR3, TLR7 y TLR9, que se sitúan en el compartimento endosomal (Nishiya 

and DeFranco, 2004). Además, su patrón de expresión varía entre tejidos y 

tipos celulares, ya que cada uno tiene afinidad por uno o varios agentes 

patógenos. Por ejemplo, TLR2 es esencial para el reconocimiento de una 

gran variedad de PAMPs de bacterias Gram-positivas, incluyendo 

lipoproteínas, lipomananos o ácidos lipoteicoicos. Por su parte, TLR3 

reconoce RNA de doble cadena derivado de virus, mientras que TLR4 se 

activa predominantemente por lipopolisacárido (LPS), compuesto 

característico de bacterias Gram-negativas. TLR5 detecta flagelina 

bacteriana y TLR9 se requiere para la respuesta a DNA CpG sin metilar. TLR7 

y TLR8 reconocen pequeñas moléculas sintéticas antivirales (Jurk et al., 

2002). Por último, se ha demostrado que TLR11 detecta componentes de 

varias bacterias como E. coli o Toxoplasma gondii (Lauw et al., 2005; Zhang 

et al., 2004). 

A todo esto hay que añadirle que la especificidad de 

reconocimiento de PAMPs puede verse alterada por la habilidad de los TLRs 

para formar heterodímeros. Por ejemplo, se han descrito dímeros de TLR2 y 

TLR6 que son necesarios para la respuesta a lipoproteínas diaciladas, 

mientras que TLR2 y TLR1 interaccionan para reconocer lipoproteínas 

triaciladas (Ozinsky et al., 2000). Además, la especificidad también puede 

verse influenciada por varias proteínas adaptadores y moléculas accesorias 

como MD-2 o CD14 en el caso de TLR4 en respuesta a LPS (Miyake, 2003). 
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1.2.2 Vías de señalización de los TLRs 

Los TLRs inician principalmente dos vías de señalización: una ruta 

MyD88 (“myeloid differentiation primary-response protein 88”)-

dependiente que conduce a la activación de NF-ĸB y la producción de 

citoquinas proinflamatorias, y otra ruta MyD88-independiente asociada con 

la activación del factor regulador de IFN (IRF3) y que conlleva la producción 

de IFN-β y la expresión de genes inducibles por IFN, así como la 

proliferación de células dendríticas (Kaisho et al., 2001) (Fig. 2). 

 

 

Figura 2. Vías de señalización de los TLRs. Los TLRs son capaces de activar dos vías de 
señalización: la MyD88-dependiente, que resulta en la activación de los factores de 
transcripción NF-ĸB y AP-1, y la producción de citoquinas inflamatorias; y la MyD88-
independiente, que promueve la expresión de genes inducibles por interferón a través de 
IRF3. (Tomada de wikipedia.org). 
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La vía MyD88-dependiente es común a todos los TLRs con la 

excepción de TLR3 (Adachi et al., 1998). MyD88 codifica una proteína con 

un extremo N-terminal que contiene un dominio DD (“death domain”), y un 

extremo C-terminal formado por un dominio TIR. Por lo tanto, MyD88 

cuenta en ambos extremos con secuencias que le permitirán interaccionar 

con otras proteínas y cumplir su función como molécula adaptadora. En 

presencia del estímulo, los TLRs dimerizan e inducen el reclutamiento de 

MyD88 al dominio citoplasmático TIR del receptor, donde facilita la 

asociación de IRAK4 con el complejo a través de interacciones DD. Esta 

unión favorece la fosforilación por parte de IRAK4 (“IL-1R-associated kinase 

4”) de un residuo de IRAK1 que induce su actividad quinasa. IRAK1 entonces 

se autofosforila en su extremo N-terminal y esta hiperfosforilación permite 

el reclutamiento de TRAF6 (“tumor-necrosis-factor-receptor-associated 

factor 6”). El complejo IRAK1-TRAF6 se libera del receptor e interacciona en 

la membrana plasmática con otro complejo formado por TAK1 

(“transforming-growth-factor-β-activated kinase”), TAB1 (“TAK1-binding 

protein 1”) y TAB2 o TAB3. IRAK1 es entonces degradado y el nuevo 

complejo se fosforila y transloca al citoplasma, donde TAK1 activa a las IKKs 

(“inhibitor of NF-ĸB (IĸB)-kinase complex”), que a su vez fosforilan las IĸBs. 

Esta fosforilación produce la ubicuitilación y posterior degradación de IĸB, y 

la consiguiente liberación de NF-ĸB. Finalmente, éste se transloca al núcleo 

y estimula la producción de citoquinas proinflamatorias como TNF-α 

(“tumoral necrosis factor-α”), IL-1 o IL-12. La activación de TAK1 también 

resulta en la activación de la vía de las MAPKs (Akira and Takeda, 2004). 

Por otra parte, la vía MyD88-independiente/TRIF-dependiente es 

exclusiva de TLR3 y TLR4 (Akira and Takeda, 2004). El objetivo final de esta 
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vía de señalización es la producción de IFN-β, la inducción de la expresión 

de genes inducibles por IFN y la maduración de células dendríticas. La 

molécula adaptadora en este caso es TRIF (“TIR-domain-containing adaptor 

protein inducing IFN-β”). En su dominio N-terminal, TRIF interactúa con 

TBK1 (“TANK-binding kinase 1”), cuya activación produce la fosforilación de 

IRF3, su dimerización y translocación al núcleo para la producción de IFN-β. 

Además, se ha demostrado que esta vía también está implicada en la 

producción de una segunda oleada de citoquinas proinflamatorias a través 

de una “activación tardía” (en contraposición a la respuesta temprana de la 

vía MyD88-dependiente) de NF-ĸB (Hoebe et al., 2003; Yamamoto et al., 

2003a). De nuevo mediante su extremo N-terminal, TRIF interactúa a través 

de una secuencia consenso P-X-E-X-X-(D/E/F/W/Y) con TRAF6 (Ye et al., 

2002). Pero además, mediante su extremo C-terminal, TRIF interactúa con 

una proteína llamada RIP1 (receptor-interacting protein 1) (Meylan et al., 

2004). Estas dos proteínas, TRAF6 y RIP1, son capaces de producir la 

activación de NF-kB de una forma similar a la que se da en la vía MyD88-

dependiente (Jin and Lee, 2008) y la consiguiente expresión de citoquinas. 

Por último, es necesario indicar que en algunos casos se requiere la 

presencia de una serie de moléculas adaptadoras adicionales. Por ejemplo, 

TIRAP (molécula adaptadora de TIR) es esencial para la vía MyD88-

dependiente en TLR2 y TLR4 pero no en otros como TLR3, TLR7 y TLR9 

(Horng et al., 2002; Yamamoto et al., 2002), mientras que TRAM (molécula 

adaptadora relacionada con TRIF) es necesaria en la vía MyD88-

independiente/TRIF-dependiente en TLR4 pero no en TLR3 (Yamamoto et 

al., 2003b). 
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1.2.3 TLR4, alcohol y neurodegeneración 

El alcohol es capaz de inducir daño cerebral mediante una 

respuesta inflamatoria continuada, pero hasta hace poco se desconocían 

los mecanismos moleculares implicados. En este sentido, estudios recientes 

han demostrado que a concentraciones fisiológicas relevantes, el alcohol es 

capaz de activar vías de señalización mediadas por TLR4/IL-1RI en cultivos 

de astrocitos (Blanco et al., 2008; Blanco et al., 2005), en microglía y en 

macrófagos murinos (Fernandez-Lizarbe et al., 2008; Fernandez-Lizarbe et 

al., 2009). Esto produce una liberación de citoquinas que no sólo se ha 

detectado en cerebro, sino también en hígado de animales tratados con 

alcohol o LPS (Qin et al., 2008). Estos resultados sugieren que la activación 

de este tipo de receptores por parte del etanol podría constituir un 

mecanismo fundamental en la producción de citoquinas y en la aparición de 

daño inflamatorio. 

De esta forma, a concentraciones fisiológicamente relevantes (10 

mM), el etanol facilitaría el reclutamiento de los receptores TLR4/IL-1RI en 

microdominios citoplasmáticos conocidos como balsas lipídicas (“lipid 

rafts”) (Blanco and Guerri, 2007), lo que desencadenaría la activación de 

estos receptores y la producción de citoquinas. Por el contrario, a 

concentraciones altas (100-200 mM), el etanol provocaría la interrupción de 

dicho reclutamiento mediante la disrupción de estas balsas lipídicas, 

inhibiendo la señalización de los receptores. Esto se ha podido demostrar 

en astrocitos, cuya estimulación con IL-1β, LPS o etanol desencadena la 

acumulación de TLR4/IL-1RI en ciertas zonas de la membrana, y el 

reclutamiento y fosforilación de moléculas señalizadoras como IRAK, ERK, 

p38 o JNK hacia dichos dominios (Blanco et al., 2008). Como consecuencia 
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de la estimulación de la señalización por TLR4, se produciría la activación de 

los factores de transcripción NF-ĸB y AP-1, y la consiguiente liberación de 

citoquinas (Blanco et al., 2004; Blanco et al., 2005). 

En cultivos de microglía, el etanol activa las dos vías de señalización 

de TLR4, MyD88-dependiente (MAPKs, NF-ĸB) y MyD88-independiente 

(IRF3, STAT1), induciendo la activación de las células microgliales y la 

producción de mediadores inflamatorios (TNF-α, IL-1β, COX-2, iNOS, IFN-β) 

(Fernandez-Lizarbe et al., 2009). Sin embargo, la respuesta inflamatoria 

inducida por el etanol no se observa cuando se bloquean los receptores 

TLR4/IL-1RI con anticuerpos específicos (Blanco and Guerri, 2007), ni 

tampoco en microglía de ratones TLR4-/- (Fernandez-Lizarbe et al., 2009). 

En conjunto, todos estos datos sugieren que el etanol actúa como 

agonista de los receptores TLR4/IL-1RI y activa sus vías de señalización de 

manera similar a sus ligandos LPS e IL-1β, lo que provoca la aparición de 

neuroinflamación y daño neural (Blanco and Guerri, 2007; Blanco et al., 

2005). De hecho, numerosos estudios señalan la importancia de la 

respuesta mediada por TLR4 en procesos neuroinflamatorios, daño cerebral 

y neurodegeneración (Caso et al., 2007; Lehnardt et al., 2003; Tang et al., 

2007). Por ejemplo, la estimulación con LPS in vitro de células microgliales 

resulta tóxica para neuronas y oligodendrocitos, y lo mismo se ha 

demostrado en cultivos de astrocitos (Bal-Price and Brown, 2001; Lehnardt 

et al., 2003). 

La toxicidad generada por la activación de los receptores TLR4 

parece estar mediada por moléculas proinflamatorias y especies reactivas 

del oxígeno, ya que el bloqueo farmacológico de iNOS, productor de óxido 

nítrico, es capaz de prevenir la muerte neuronal en presencia de glía 
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activada (Lehnardt et al., 2006). Además, estos efectos también se 

producen in vivo, donde se ha demostrado que la exposición a LPS causa a 

través de TLR4 una gran activación de la microglía asociada con muerte de 

oligodendrocitos, procesos de demielinización y una mayor vulnerabilidad 

de las neuronas (Lehnardt et al., 2003; Qin et al., 2007). De nuevo, el 

bloqueo de iNOS es beneficioso y aumenta la supervivencia neuronal, lo 

que indica que el mecanismo neurodegenerativo in vivo es muy similar al 

que ocurre in vitro (Arimoto and Bing, 2003). 

Los receptores TLR están cobrando cada vez más relevancia en 

enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer, el Parkinson o la 

esclerosis múltiple, muchas de las cuales cursan con sobreexpresión de 

estos receptores (Okun et al., 2009). De hecho, se ha propuesto que su 

expresión podría variar tanto en condiciones patológicas como con la edad 

(Letiembre et al., 2007; Letiembre et al., 2009). A pesar de que esta familia 

de receptores cumple una función vital en la defensa ante agentes 

patógenos, su activación continuada puede resultar perjudicial debido a la 

generación de un ambiente inflamatorio, que resulta nocivo para la 

supervivencia celular de neuronas y células de la glía. Todas estas 

evidencias no hacen sino volver a poner de manifiesto la importancia de 

estos receptores no sólo en la respuesta ante agentes infecciosos, sino 

también en una gran variedad de procesos neurales (Carpentier et al., 

2008) (Fig. 3). 

 



Introducción 

19 
 

 

Figura 3. Representación esquemática del papel de los TLRs de las células gliales en la 
inmunidad y enfermedad del SNC. Las células gliales, astrocitos y microglía, expresan una 
gran variedad de TLRs. (A) La estimulación con los ligandos específicos de cada receptor 
promueve las funciones inmunes de los TLRs, que incluyen la secreción de citoquinas 
proinflamatorias, quimiocinas interferones de tipo I y moléculas del CMH I y II. (B) Esta 
secreción genera un ambiente inflamatorio que atrae a los leucocitos (macrófagos, células 
dendríticas y células T CD4+ y CD8+) hacia el SNC. (C) Esto es esencial para eliminar el 
patógeno de forma eficiente. (D) Sin embargo, evidencias recientes indican que la activación 
crónica de los TLRs puede ser perjudicial para el huésped, causando neurotoxicidad, y 
muerte neuronal y de oligodendrocitos. Además, los TLRs también intervienen en el 
desarrollo de patologías autoinmunes del SNC en ausencia de patógenos. La respuesta 
inflamatoria causada por un virus o por una lesión conlleva mayor daño tisular. La liberación 
de epítopos de mielina propaga la inflamación y favorece las respuestas autoinmunes. Los 
TLRs de las células gliales también pueden ser activados por ligandos endógenos liberados 
tras daño tisular, que pueden iniciar o amplificar la inflamación en las patologías del SNC. 
LPS, lipopolisacárido; PGN, peptidoglicano. (Modificada de Carpentier et al., 2008). 
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Por lo tanto, la activación de TLR4 contribuye a la muerte neuronal 

y de oligodendrocitos que se da en el SNC durante procesos infecciosos e 

inflamatorios. No obstante, cabe recordar que la activación de los TLRs 

tiene normalmente una función protectora contra los agentes patógenos, e 

incluso existen estudios que indican su participación en funciones 

neuroregenerativas, como procesos de remielinización ante estímulos 

tóxicos puntuales (Glezer et al., 2006; van Noort, 2007). Es más bien su 

sobreactivación o una activación continuada lo que causa daño tisular y 

neurodegeneración, sobre todo en células con capacidad regenerativa 

limitada como las del SNC. 

Finalmente, muchas patologías neurodegenerativas cursan con la 

activación de los TLRs, con la consiguiente estimulación de la vía NF-kB y 

con un aumento en la liberación de citoquinas y radicales libres. Estos 

eventos pueden causar modificaciones en ciertas proteínas de cerebro 

(proteínas aberrantes), que se acumulan al no ser reconocidas por los 

sistemas proteolíticos y podrían participar y/o contribuir a los mecanismos 

de neurodegeneración (Koga et al., 2011). 

 

1.3 Mecanismos de degradación de proteínas 

La degradación intracelular de proteínas, o proteólisis, tiene un 

papel crucial en el mantenimiento de la homeostasis celular, y afecta a 

procesos celulares esenciales como la regulación del ciclo celular, el control 

transcripcional, la transducción de señales, la presentación de antígenos y 

el recambio proteico (Pickart and Cohen, 2004). 
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Tabla 1. Alteraciones del SUP y de la vía autofágica/lisosomal en diferentes trastornos 
neurodegenerativos. Las disfunción en la proteólisis celular pueden ser primaria o 
secundaria a la patología de las enfermedades, que se agrupan en tautopatías, 
sinucleopatías y trastornos de expansión de poliglutaminas Los sustratos se pueden 
acumular como consecuencia de un defecto en el sistema proteolítico (primaria) o la 
acumulación de sustratos puede inhibir la proteólisis (secundaria). Por ejemplo, la disrupción 
de la eliminación lisosomal es una característica primaria de las tautopatías (p.e. 
enfermedad de Alzheimer), mientras que la inhibición del proteasoma por especies 
oligoméricas es un efecto secundario en la patología de la enfermedad. En las sinucleopatías 
están implicadas tanto alteraciones del SUP primarias como secundarias, pero sólo 
secundarias en la vía de la autofagia-lisosoma. Las inclusiones de poliglutamina están 
causadas primariamente por cambios en las proteínas sustrato; la proteólisis por SUP y 
autofagia está implicada sólo secundariamente. EA, enfermedad de Alzheimer; DUB, enzima 
deubicuitinadora; SUP, sistema ubicuitina-proteasoma. (Adaptada de Nijholt et al., 2011b). 

 Primarias Secundarias 

Tautopatías 

Disrupción en lisosomas: 

Tamaño anormal de vesículas 
endocíticas en cerebro de EA 

Acumulación temprana de 
vesículas autofágicas en EA 

Mutaciones en PS1 impiden la 
acidificación de lisosomas y la 
activación de catepsina 

Activación de la respuesta a 
proteínas desplegadas 

Actividad del proteasoma impedida 
en EA tardía 

Disminución de la actividad del 
proteasoma por especies tau 
oligoméricas 

Sinucleopatías 

Mutaciones en componentes del 
SUP que dificultan la selección de 
sustratos: 

Mutaciones en DUBs (p.e. UCH-
L1) 

Disminución en la actividad de 
ligasas E3 (p.e. parkin) 

Degeneración de la sustancia 
negra y aparición de cuerpos de 
inclusión debido a la inhibición del 
proteasoma 

Disfunción del SUP por especies 
oligoméricas 

Mutaciones en α-sinucleína 
aumentan la formación de 
agregados e inhiben su degradación 

Vía autofágica/lisosomal 
sobrecargada 

Activación de la respuesta a 
proteínas desplegadas 

Inclusiones de 
poliglutaminas 

 Disfunción del SUP por especies 
oligoméricas de proteínas con 
expansión de poliglutaminas 

Vía autofágica/lisosomal 
sobrecargada 

Activación de la respuesta a 
proteínas desplegadas 
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Existen dos maquinarias proteolíticas principales: el sistema 

ubicuitina-proteasoma (SUP) y la vía de la autofagia-lisosoma. Se han 

encontrado disfunciones en ambos sistemas proteolíticos en muchas 

patologías (Paul, 2008; Todde et al., 2009), entre ellas enfermedades 

inflamatorias y neurodegenerativas (Ciechanover and Brundin, 2003; Rami, 

2009). En este sentido, muchas patologías del SNC cursan con una 

acumulación de proteínas aberrantes o mal plegadas que produce un 

efecto tóxico, el cual está empezando a ser conocido como 

“proteotoxicidad” (Balch et al., 2008; Morimoto, 2008). Por lo tanto, no es 

de extrañar que la proteólisis esté implicada en procesos 

neurodegenerativos, ya sea de manera directa o indirecta (Tabla 1). 

 

1.3.1 Sistema ubicuitina-proteasoma 

La degradación de una proteína a través del sistema ubicuitina-

proteasoma (SUP) comprende dos pasos diferenciados y sucesivos: 

ubicuitinación y degradación. La proteína sustrato se marca primero 

mediante unión covalente con múltiples moléculas de una pequeña 

proteína llamada ubicuitina para generar la cadena de poliubicuitina que 

sirve como etiqueta o “señal de muerte”. A continuación, la proteína 

marcada es degradada por el complejo del proteasoma 26S, lo que genera 

la liberación de ubicuitina libre y reusable mediante la acción de enzimas 

desubicuitinadoras (DUBs) (Glickman and Ciechanover, 2002). 

La ubicuitina es una proteína de 8,5 kDa y 76 aminoácidos muy 

conservada entre especies. Su conjugación a la proteína sustrato se 

produce a través de un mecanismo en cascada de tres pasos. Inicialmente, 
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la enzima activadora de ubicuitina (E1) activa a la ubicuitina en una reacción 

que requiere ATP para generar un producto intermedio E1-S~ubicuitina de 

alta energía mediante enlace tioester con una cisteína de E1. Una enzima 

conjugadora de ubicuitina (E2) transfiere después la ubicuitina activada 

desde E1 vía otro producto intermedio, E2-S~ubicutina, al sustrato que está 

unido específicamente a una enzima ligasa ubicuitina-proteína E3. Según el 

dominio que contenga la enzima E3, este último paso puede ocurrir 

directamente desde E2 en el caso de las ligasas E3 con dominio RING, o 

mediante la formación de un complejo intermedio E3-S~ubicuitina si se 

trata de ligasas con dominio HECT (“Homologous to the E6-AP C-Terminal 

domain”). Por tanto, las enzimas E3 catalizan el paso final en el proceso de 

conjugación, esto es, la unión covalente de la ubicuitina al sustrato. La 

molécula de ubicuitina se transfiere generalmente a un grupo ε-amino de 

un residuo interno de lisina para generar una enlace covalente isopeptídico, 

aunque esta unión también se puede producir en el grupo N-terminal de la 

proteína sustrato. Las moléculas adicionales de ubicuitina se añaden 

sucesivamente a la ubicuitina previamente conjugada (generalmente en 

Lys48) mediante un mecanismo similar para generar una cadena 

poliubicuitinada, que será reconocida por la maquinaria encargada de la 

degradación, el proteasoma 26S. 

La degradación de los sustratos poliubicuitinados la lleva a cabo un 

gran complejo proteico de aproximadamente 2,5 MDa conocido como 

proteasoma 26S, y que salvo alguna excepción como la enzima ornitina 

decarboxilasa (ODC), no reconoce sustratos no modificados. El proteasoma 

es una proteasa multicatalítica que degrada proteínas poliubicuitinadas en 
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pequeños péptidos. Se compone de dos subcomplejos: el núcleo 20S que 

lleva a cabo la actividad catalítica y una partícula reguladora 19S. 

 

 

Figura 4. Vistas esquemáticas frontal y superior del proteasoma 26S. Los complejos 19S (en 
rojo) regulan la entrada de las proteínas sustrato, que son degradadas por las unidades 
catalíticas que se encuentran en el interior del complejo 20S (en azul). (Tomada de 
wikipedia.org). 

 

El núcleo 20S es una estructura en forma de barril compuesta por 

cuatro anillos heptagonales apilados: dos anillos externos idénticos α y dos 

anillos idénticos internos β (Groll et al., 1997) (Fig. 4). En eucariotas, los 

anillos α y β están compuestos cada uno por siete subunidades distintas, lo 

que da al complejo 20S una estructura general α1-7β1-7β1-7α1-7. Los sitios 

catalíticos se encuentran en algunas de las subunidades β, en concreto hay 

tres actividades peptidolíticas diferentes: la de tipo quimotripsina (β5), la 

de tipo tripsina (β2) y la de tipo caspasa (β1) (Kisselev et al., 2006). Por su 

parte, las unidades α tienen una naturaleza más estructural. La mayoría de 

los complejos 20S se encuentran unidos a dos complejos 19S, uno en cada 

extremo. 
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La partícula reguladora 19S se puede dividir en dos subcomplejos 

multisubunidad, la tapa y la base (Glickman et al., 1998). Esta última, que 

está en contacto directo con el anillo α del complejo 20S, está compuesta 

por seis ATPasas homólogas (Rpt1-6) y cuatro subunidades sin actividad 

ATPasa (Rpn1, 2, 10 y 13). Por su parte, la tapa está compuesta por varias 

proteínas de la familia Rpn (Rpn3, 5-9 y 11-12), incluyendo a la 

recientemente identificada Rpn15 (Saeki et al., 2004) (Fig. 5). 

 

 

Figura 5. Componentes del proteasoma 26S. El proteasoma está compuesto por un 
complejo central 20S formado por cuatro anillos (α1-7β1-7β1-7α1-7) y dos partículas 19S, una a 
cada lado, constituidas principalmente por subunidades Rpt con actividad ATPasa y 
subunidades Rpn. RP: Partícula reguladora; CP: Partícula nuclear. (Kwak et al., 2011). 
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En conjunto, el complejo 19S está compuesto por 19 subunidades. 

Una de sus funciones más importantes es reconocer proteínas ubicuitinadas 

y otros posibles sustratos del proteasoma. Hasta el momento se han 

identificado tres subunidades que unen ubicuitina: Rpn10, Rpn13 y Rpt5 

(Lam et al., 2002); aunque su importancia y mecanismo de acción están aún 

por esclarecer. Otra de las funciones del complejo 19S es abrir un orificio en 

el anillo α que permita la entrada del sustrato en la cámara proteolítica. 

También se asume que el complejo 19S se ocupa del desdoblamiento de las 

proteínas (actividad de tipo chaperona) (Braun et al., 1999; Liu et al., 2002), 

ya que si las proteínas estuvieran plegadas no podrían pasar a través del 

estrecho canal proteasómico. Estas dos funciones son llevadas a cabo por 

las seis subunidades Rpt (Braun et al., 1999; Liu et al., 2002; Smith et al., 

2007), las cuales también se encargan de producir la energía metabólica 

necesaria para estos procesos a partir del ATP gracias a su actividad ATPasa. 

Después de la degradación, los péptidos derivados del sustrato son 

liberados junto con la ubicuitina reusable, y siguen siendo degradados a 

aminoácidos por amino y carboxi-peptidasas. Una pequeña fracción de 

estos péptidos son translocados a través del retículo endoplasmático (RE), 

se unen a moléculas CMH de tipo I y son presentadas a células T citotóxicas. 

Por lo tanto, una de las funciones del SUP es la generación de antígenos 

para su presentación (Goldberg et al., 2002). Sin embargo, cabe destacar 

que la degradación proteica no siempre es completa. En algunos casos, el 

proteasoma procesa el sustrato ubicuitinado de forma precisa en lugar de 

destruirlo completamente, y libera un producto truncado. En el caso de NF-

ĸB por ejemplo, una subunidad activa (p50 o p52), se libera de un precursor 

inactivo mayor (p105 o p100, respectivamente) (Ben-Neriah, 2002). 
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La cantidad de proteínas que se degradan a través de esta vía es 

muy extensa, incluyendo reguladores del ciclo celular como las ciclinas, 

supresores tumorales, activadores y represores transcripcionales, 

receptores celulares de superficie y proteínas mutadas, desnaturalizadas o 

mal plegadas. Por ello, la proteólisis mediada por ubicuitina está 

relacionada con una enorme cantidad de procesos celulares básicos, como: 

1) la regulación del ciclo celular, diferenciación y desarrollo, 2) respuesta 

celular a estrés y efectores extracelulares, 3) morfogénesis de redes 

neuronales, 4) modulación de los receptores celulares de superficie y 

canales iónicos, 5) reparación de DNA, 6) regulación transcripcional, 7) 

procesos de silenciamiento, 8) memoria a largo plazo, 9) ritmos circadianos, 

10) biogénesis de orgánulos y 11) regulación de la respuesta inmune e 

inflamatoria. En resumen, el sistema ubicuitina-proteasoma es un 

componente esencial en el control de calidad celular y en los mecanismos 

de defensa (Goldberg, 2007). 

Bajo la influencia de ciertas citoquinas, como por ejemplo IFN-γ, el 

proteasoma puede ver modificada su composición (Pickart and Cohen, 

2004). Las partículas β1, β2 y β5 son sustituidas por subunidades 

homólogas denominadas β1i, β2i y β5i, que alteran ligeramente las 

actividades catalíticas. Los complejos 19S también son intercambiados por 

las partículas reguladoras PA28 (también conocidas como 11S), compuestas 

por subunidades PA28α (o también PSME1) y PA28β (PSME2) que carecen 

de actividad ATPasa (Li and Rechsteiner, 2001; Mishto et al., 2008). A esta 

nueva conformación se le denomina inmunoproteasoma (Fig. 6). 
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Figura 6. El IFN-γ induce la formación del inmunoproteasoma. Las subunidades catalíticas 
β1, β2 y β5 son sustituidas por sus homólogas β1i, β2i y β5i. Se unen también las partículas 
reguladoras PA28, formadas por unidades α y β. (Tomada de Nijholt et al., 2011b). 

 

El inmunoproteasoma favorece la presentación de antígenos a 

través del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) de clase I durante 

la respuesta inmune, la regulación de la producción de citoquinas 

proinflamatorias y la diferenciación y proliferación de células T. Además de 

estas funciones inmunológicas, el inmunoproteasoma mitiga el estrés 

oxidativo, regula el crecimiento de las células tumorales y controla la masa 

muscular (Angeles et al., 2012). 

 

1.3.2 Sistema ubicuitina-proteasoma y neuro-

degeneración 

El sistema ubicuitina-proteasoma es el encargado de degradar una 

enorme cantidad de proteínas. Además, modificaciones por proteínas de 

tipo ubicuitina o proteínas con motivos que interactúen con ella modulan la 

acción de muchas otras. Por lo tanto, la degradación, modificación o el 

procesamiento mediados por ubicuitina intervienen en una gran cantidad 

de procesos celulares básicos. No es de extrañar entonces que aberraciones 
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en el sistema ubicuitina-proteasoma se hayan visto implicadas en muchas 

patologías, entre ellas tumores, disfunciones en la respuesta inflamatoria e 

inmune o enfermedades neurodegenerativas. Los estados patológicos 

asociados con el sistema ubicuitina-proteasoma pueden dividirse 

principalmente en dos grupos: 1) aquellos que resultan de una pérdida de 

función, es decir, mutaciones en una enzima o sustrato diana que tienen 

como consecuencia la estabilización de una proteína; y 2) aquellos que 

resultan de una ganancia de función, esto es, degradación acelerada o 

anormal de una proteína diana. Por ejemplo, un defecto de función puede 

provocar que oncogenes diana del sistema ubicuitina-proteasoma como N-

myc, c-myc, c-fos, c-jun o Src no sean degradados correctamente y puedan 

producir la aparición de un cáncer. Del mismo modo, un exceso de actividad 

puede provocar la degradación excesiva de genes supresores de tumores 

como p53, como ocurre en el carcinoma uterino cervical, o p27Kip1, como es 

el caso en algunos cánceres colorrectales, de próstata y de mama 

(Ciechanover, 2003). También se pueden producir mutaciones en la 

maquinaria de ubicuitinación, por ejemplo en los genes von Hippel-Lindau 

(VHL), que codifican para proteínas claves en el proceso de ubicuitinación 

de múltiples proteínas. 

Sin embargo, donde más interés despierta la implicación del 

sistema ubicuitina-proteasoma es en el campo de las enfermedades 

neurodegenerativas, muchas de las cuales cursan con una acumulación de 

agregados proteicos insolubles en el interior celular. El caso de la 

enfermedad de Parkinson (EP) es probablemente el que mejor representa 

la complejidad de la participación del SUP en la patogénesis de la 

neurodegeneración. Esta patología surge por la acumulación en los 
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denominados cuerpos de Lewis (CLs) de α-sinucleína, una proteína 

implicada en la neurotransmisión y liberación de dopamina. Se caracteriza 

por la muerte progresiva de neuronas en la sustancia negra, lo que causa un 

desarrollo gradual de rigidez y temblor. Mientras que en las formas más 

comunes de Parkinson los mecanismos patogénicos no se conocen con 

exactitud, se han identificado dos mutaciones en el extremo amino de la α-

sinucleína en casos raros y hereditarios de Parkinson autosómico 

dominante, las cuales la hacen menos susceptible a ser degradada. Además, 

los agregados que forma esta proteína son capaces de unirse al proteasoma 

e inhibir su función, por lo que la implicación del proteasoma sería 

secundaria a la causa principal de la enfermedad. Sin embargo, también 

existen otros casos en las que alteraciones en el proteasoma son causa 

directa de la patología. Por ejemplo, en la forma juvenil de Parkinson 

recesiva (AR-JP) la proteína mutada Parkin, una enzima ligasa E3, es la 

responsable de una acumulación proteica; mientras que mutaciones en las 

enzimas DUBs, como por ejemplo la hidrolasa de ubicuitina carboxi-

terminal UCH-L1, originan una disminución en la cantidad de ubicuitina libre 

que en último término provoca una disfunción del SUP (Leroy et al., 1998; 

Nishikawa et al., 2003; Osaka et al., 2003). 

Estos casos raros de Parkinson arrojan luz sobre los mecanismos 

patogénicos básicos causantes de la neurodegeneración, los cuales podrían 

también ser relevantes en la forma esporádica más prevalente y de 

aparición tardía de Parkinson (Giasson and Lee, 2003). En este sentido, 

junto con la tendencia a acumular proteínas oxidadas con la edad, la 

incapacidad del SUP para eliminar proteínas anormales o mal plegadas 

podría subyacer como causa en la degeneración de las células de la 
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sustancia negra en el Parkinson esporádico (McNaught and Olanow, 2003). 

Se ha descubierto que algunas subunidades α del complejo 20S del 

proteasoma 26S se pierden (McNaught et al., 2002), y que las actividades 

enzimáticas se ven impedidas en las células de la sustancia negra 

(McNaught and Jenner, 2001). Además, la partícula reguladora 19S también 

estaba disminuida, y los niveles del complejo PA28 eran prácticamente 

indetectables en la sustancia negra en comparación con otras áreas 

cerebrales (McNaught et al., 2003). Llama la atención que estos cambios 

eran más apreciables en zonas de la sustancia negra con más células que en 

aquellas en las que la muerte neuronal estaba ya más avanzada. Por todo 

esto, se ha propuesto un modelo en el que el estrés proteolítico junto con 

un defecto en el procesamiento de proteínas es crucial en la patogénesis 

del Parkinson esporádico y que las neuronas de la sustancia negra son 

especialmente vulnerables debido a su alto contenido de dopamina 

(Lotharius and Brundin, 2002; McNaught and Olanow, 2003). Esto, junto 

con los bajos niveles de los complejos 19S y PA28 haría a las células más 

susceptibles al estrés proteolítico. 

Las tautopatías son otro de los grupos de enfermedades 

neurodegenerativas en los que se ha implicado al SUP. Tau es una proteína 

implicada en la estabilización de microtúbulos, cuya forma hiperfosforilada 

se acumula en cuerpos de inclusión citoplasmáticos insolubles (de et al., 

2003). La enfermedad más representativa y prevalente de este grupo es la 

de Alzheimer (EA), que se caracteriza por la acumulación intracelular de tau 

en ovillos neurofibrilares y la acumulación extracelular del péptido β-

amiloide (Aβ) en placas seniles, lo que provoca demencia y pérdida de 

memoria. Igual que en la EP, los casos familiares de EA son los menos (sólo 
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un 5% de EA con herencia autosómica dominante; (Forloni et al., 2002)), 

pero son los que sientan las bases para descubrir los posibles mecanismos 

patogénicos implicados en los casos esporádicos, cuya etiología no se 

conoce con exactitud. Así, se ha demostrado que la EA puede ser causada 

por mutaciones en el gen APP que darían lugar a un péptido que tiene más 

tendencia a agregar consigo mismo. También se han descrito mutaciones 

en los genes presenilina PS1 y PS2, que codifican para proteínas que 

pueden cambiar el procesamiento de APP alterando la actividad secretasa γ 

(Hardy and Selkoe, 2002). 

En cuanto a la implicación del SUP, se ha demostrado que el 

péptido Aβ puede ser degradado por el proteasoma en neuronas y 

astrocitos en cultivo (Lopez et al., 2003) y estudios tisulares postmortem 

han encontrado una reducción en la actividad proteasómica en regiones 

específicas del cerebro de pacientes con EA (Keller et al., 2000). La hipótesis 

propuesta sería que los filamentos helicoidales presentes en los ovillos 

neurofibrilares de tau son los responsables de esta reducción, ya que 

existen estudios que demuestran que estos filamentos pueden inhibir la 

función del proteasoma y además coinmunoprecipitan con él (Keck et al., 

2003; Keller et al., 2000). Otros estudios prueban que la actividad de 

enzimas implicadas en el proceso de ubicuitinación como E1 y E2 también 

está disminuida en pacientes con EA (Lopez et al., 2000). En conjunto, las 

evidencias sugieren que la actividad del SUP se encuentra reducida en 

pacientes con EA (Cecarini et al., 2007; Keck et al., 2003; Keller et al., 2000; 

Lopez et al., 2000), y que tanto la acumulación de Aβ como la de tau son 

importantes en el proceso. Sin embargo, se desconoce con exactitud si es la 

reducción de la actividad del proteasoma la que causa la acumulación de las 
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placas amiloides y tau, o son sus cambios conformacionales los que causan 

la inhibición del proteasoma. Con la edad, tanto la habilidad para conjugar 

proteína en respuesta a estrés (Shang et al., 1997) como la actividad 

proteasómica en sí disminuyen en cerebro (Keller et al., 2002), con lo que 

este sería menos capaz de lidiar con proteínas aberrantes como el Aβ. Sin 

embargo, también se ha demostrado que el propio Aβ, al igual que tau, es 

capaz de reducir la actividad del proteasoma en lisados de reticulocito 

(Gregori et al., 1995), lo que sugiere que este péptido sería el responsable 

de la reducción funcional del SUP observada en cerebros con EA. Por otra 

parte, una mutación en el gen de la ubicuitina de tipo B, conocida como 

UBB+1 (van Leeuwen et al., 2000), genera una ubicuitina con una secuencia 

extra de 19 aminoácidos capaz de inhibir el proteasoma (De Vrij et al., 

2001; Lam et al., 2000). Por lo tanto, lo que queda claro es que las 

evidencias experimentales existentes ponen de manifiesto que el SUP tiene 

un papel clave en la patogénesis de la EA, ya sea como factor primario o 

secundario. 

Finalmente, se ha relacionado el SUP con patologías de expansión 

de repeticiones CAG (extensión de poliglutamina) con inclusiones nucleares 

(Gusella and MacDonald, 2000), como la enfermedad de Huntington (EH) o 

las ataxias espinocerebelares. Estas se caracterizan por la presencia de una 

proteína mutada, por ejemplo la huntingtina (EH) (Ross and Tabrizi, 2011; 

Sieradzan et al., 1999) o la ataxina (ataxias) (Bauer and Nukina, 2009), con 

un gran número de residuos de glutamina. Los síntomas y el perfil 

neuropatológico difieren según la proteína mutada, por lo que los pacientes 

muestran diferentes combinaciones de síntomas motores, psiquiátricos, 

cognitivos y sensoriales. En todos los casos parece ser que la implicación del 
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SUP tiene en este tipo de afecciones un rol secundario, ya que son las 

acumulaciones oligoméricas de las proteínas mutadas las que inhiben al 

SUP (Diaz-Hernandez et al., 2006; Li et al., 2010; Verhoef et al., 2002). 

Además, recientemente se ha puesto de manifiesto la implicación 

de la forma inducible del proteasoma en trastornos neurodegenerativos 

(Bendotti et al., 2012; Nijholt et al., 2011a), principalmente debido a su 

acción proinflamatoria (Basler et al., 2010; Muchamuel et al., 2009). De 

hecho, el uso de inhibidores de su actividad se ha descrito no sólo en 

patologías neurodegenerativas (Shah and Di, 2007), sino también en otros 

trastornos inflamatorios (Chen et al., 2012a) e incluso cáncer (Jones et al., 

2010; Kapoor et al., 2012). 

 

1.3.3 Vía de la autofagia-lisosoma 

El término “autofagia” (del griego, “auto” uno mismo y “fagia” 

comer) se refiere a cualquier vía de degradación celular que comprende la 

entrega de una carga al lisosoma (Cuervo, 2004; Mizushima and Klionsky, 

2007). Se conocen al menos tres formas de autofagia: autofagia mediada 

por chaperonas (AMC), microautofagia y macroautofagia; que difieren en 

sus funciones fisiológicas y en el modo de entrega de la carga a degradar. 

Sin embargo, cuando se habla de autofagia se suele hacer referencia a la 

macroautofagia, el mayor mecanismo catabólico regulado que usan las 

células eucarióticas para degradar proteínas de gran vida media y 

orgánulos. Esta forma de autofagia consiste en la entrega de la carga 

citoplasmática secuestrada en vesículas de doble membrana a los 

lisosomas. Los pasos iniciales del proceso incluyen la formación (nucleación 
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vesicular) y la expansión (elongación vesicular) de una membrana de 

aislamiento, que se conoce como fagóforo. Entonces los bordes del 

fagóforo se fusionan (terminación de la vesícula) para formar el 

autofagosoma, una vesícula de doble membrana que secuestra el material 

citoplásmico. A ello le sigue la fusión del autofagosoma con un lisosoma 

para formar un autofagolisosoma o autolisosoma, donde finalmente se 

degrada el material capturado junto con la membrana interna por la acción 

de unas proteasas llamadas catepsinas (Fig. 7). 

La autofagia es una vía de degradación esencial para la 

supervivencia, diferenciación, desarrollo y el mantenimiento de la 

homeostasis. No sólo provee nutrientes para mantener las funciones 

celulares durante situaciones de estrés, como el ayuno, sino que también 

puede eliminar orgánulos dañados, proteínas mal plegadas y 

microorganismo invasores. En condiciones normales, la autofagia ocurre a 

niveles basales bajos en prácticamente todas las células, manteniendo así la 

homeostasis mediante procesos como el recambio proteico y de orgánulos. 

Los niveles de autofagia aumentan rápidamente cuando hay una necesidad 

de nutrientes intracelulares y energía, por ejemplo durante el ayuno, 

depleción de factores de crecimiento o altas demandas energéticas. 

También se incrementa cuando las células van a someterse a una 

reestructuración como por ejemplo durante algunas fases del desarrollo, o 

para deshacerse de compuestos citoplásmicos dañinos, por ejemplo 

durante el estrés oxidativo, infección o acumulación de agregados 

proteicos. Además, se trata de un proceso biológico que está emergiendo 

recientemente como una vía esencial para promover la salud y la 

longevidad (Madeo et al., 2010; Pyo et al., 2013). 
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Figura 7. Esquema de la vía autofágica/lisosomal. La formación del fagóforo es iniciada por 
el complejo p150-PI3K III-Beclin 1-Atg14 (1) y comprende la acción secuencial de diversas 
proteínas Atg (2). El complejo Atg5/12/16 (3) y LC3-II (4) están implicados en la formación 
del autofagosoma y forman parte de la membrana. El elemento a degradar es engullido por 
la membrana (5), formando el autofagosoma (6). La fusión del autofagosoma con un 
lisosoma produce la formación de un autofagolisosoma (7) y la subsiguiente degradación del 
material engullido (8). La señalización por mTOR regula negativamente la autofagia (9), así 
como también lo hace la interacción de Beclin 1 con la proteína antiapoptótica Bcl2 (10). 
(Modificada de Cell Signaling; www.cellsignal.com). 

 

A nivel molecular, se han identificado más de 35 genes ATG 

(relacionado con la autofagia, “Autophagy-related”) en levadura que 

codifican para proteínas Atg altamente conservadas entre especies, 
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encargadas de regular el proceso autofágico (Mizushima and Klionsky, 

2007; Mizushima et al., 2011). Algunas de ellas se asocian para formar 

complejos que intervienen durante distintas fases de la autofagia, por 

ejemplo: el complejo serina/treonina quinasa que participa en el proceso 

de inducción (Atg1/ULK1, Atg13, Atg17/FIP200); el complejo lípido quinasa 

que media en la nucleación vesicular (Atg6/Vps30/Beclin 1, Atg14, 

Vps34/PI3K III, Vps15/p150); dos vías de conjugación de tipo ubicuitina que 

intervienen en la expansión vesicular (los sistemas Atg8/LC3-

fosfatidiletanolamina (PE) y Atg5-Atg12); una vía de reciclaje que regula el 

desensamblaje de proteínas Atg de autofagosomas maduros (Atg2, Atg9, 

Atg18); y permeasas vacuolares que permiten el eflujo de aminoácidos del 

compartimento degradativo (Atg22). 

Un regulador clave de la autofagia es mTOR, que constituye la 

mayor señal inhibitoria para reducir la autofagia en presencia de factores 

de crecimiento y nutrientes abundantes. La vía de señalización PI3K-I/Akt 

activa mTOR por procesos de fosforilación, y reprime así la autofagia en 

respuesta a insulina y otros factores tróficos (Lum et al., 2005). Otras 

moléculas reguladoras de mTOR, y por extensión de la autofagia, incluyen la 

proteína quinasa activada por AMP (AMPK), que responde ante la falta de 

sustratos energéticos; proteínas con dominios de unión de homología a Bcl-

2 (BH3), que interrumpen la interacción de Bcl-2 con Beclin 1 y permiten su 

participación en el complejo que media la nucleación vesicular; la proteína 

supresora tumoral p53; y ERK 1/2 (Maiuri et al., 2007; Meijer and Codogno, 

2006; Rubinsztein et al., 2007). 
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Por último, cabe destacar la relación existente entre autofagia y 

proteasoma. Estudios recientes prueban que ambos sistemas, en contra de 

lo que se ha pensado tradicionalmente, trabajan conjuntamente en la 

degradación de proteínas (Koga et al., 2011; Nijholt et al., 2011b), e incluso 

se han encontrado algunas de las estructuras responsables de esta 

cooperación. Por ejemplo, se ha propuesto que Atg8/LC3 puede funcionar 

como receptor de un sustrato selectivo, p62/SQSTM1 (Bjorkoy et al., 2005), 

el cual interviene en una gran variedad de rutas de señalización (Moscat et 

al., 2007; Wooten et al., 2006) y se encuentra mutado en algunas 

patologías inflamatorias como la enfermedad de Paget (Laurin et al., 2002). 

Independientemente de estas funciones, p62/SQSTM1 se une a LC3 y es 

degradada preferentemente por la autofagia. Además, ya que p62/SQSTM1 

posee un dominio de unión a ubicuitina, se ha propuesto que las proteínas 

ubicuitinadas y cuerpos de inclusión podrían ser reclutados hasta el 

autofagosoma vía p62/SQSTM1 (Bjorkoy et al., 2005; Pankiv et al., 2007) 

(Fig. 8). Precisamente por ello, la visión tradicional de la autofagia como un 

sistema de degradación al por mayor, inespecífico y que se ocupa 

exclusivamente de la renovación de orgánulos y degradación de proteínas 

de vida media larga está cada vez más en entredicho. Parece ser que existe 

también una autofagia selectiva que es capaz de degradar proteínas de una 

forma específica (Iwata et al., 2006; Kim et al., 2007), aunque los 

mecanismos por los cuales esto es posible todavía han de ser esclarecidos. 
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Figura 8. Comunicación entre el SUP y la autofagia, y función de p62 en la degradación 
selectiva por autofagia de proteínas ubicuitinadas. Tanto el SUP como la autofagia están 
implicados en la degradación de proteínas ubicuitinadas; en condiciones fisiológicas, 
degradan proteínas ubicuitinadas en K48 o K63, respectivamente. Sin embargo, durante 
periodos de estrés, se pueden degradar por autofagia sustratos que normalmente se 
digieren por el proteasoma. De esta forma, aunque p62 se une preferentemente a proteínas 
ubicuitinadas en K63 (1) y promueve la formación de agregados (2) que son degradados por 
la vía de la autofagia, también puede unirse a proteínas ubicuitinadas en K48 (3) y 
“desviarlas” hacia la vía autofágica cuando estas no son degradadas por el proteasoma de 
forma eficiente. Los niveles de p62 pueden ser regulados por el proceso autofágico (4) y la 
unión de p62 a proteínas poli-ubicuitinadas en K63 estabiliza LC3, estimulando de esta forma 
la autofagia (5). Además, los complejos p62/K63 inhiben la degradación proteasomal (6). La 
inhibición del proteasoma activa la autofagia (7), pero lo contrario no ha sido demostrado 
(8). Ello indica que una de las funciones del sistema de la autofagia-lisosoma es la de actuar 
como respaldo del sistema ubicuitina-proteasoma y se activa cuando este sistema es incapaz 
de ocuparse de toda la carga proteica a degradar. (Tomada de Nijholt et al., 2011b). 
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1.3.4 Vía de la autofagia-lisosoma y neurodegeneración 

Debido a la gran cantidad de procesos celulares básicos 

relacionados en los que interviene, la autofagia es un proceso esencial para 

la salud humana, y defectos en el proceso autofágico se han relacionado 

con una gran variedad de patologías, como por ejemplo cáncer (Levine, 

2007; Mathew et al., 2007), enfermedades de acumulación lisosomal 

(Tanaka et al., 2000), infecciosas (Amano et al., 2006; Levine and Kroemer, 

2008), musculares (Bolanos-Meade et al., 2005; Lunemann et al., 2007) o 

del corazón (Terman and Brunk, 2005). 

Puesto que la autofagia es un proceso esencial a la hora de eliminar 

agregados proteicos, esta también se ha visto implicada en muchas 

enfermedades neurodegenerativas, ya que las neuronas son especialmente 

sensibles a estas acumulaciones. A pesar de que, como se ha comentado 

anteriormente, la primera vía de eliminación para las proteínas solubles mal 

plegadas suele ser el proteasoma, cuando este se ve sobrepasado y las 

proteínas comienzan a formar oligómeros tóxicos se hace necesaria la 

intervención de procesos autofágicos. De hecho, muchos de los pacientes 

que sufren este tipo de enfermedades acumulan vacuolas autofágicas con 

agregados proteicos ubicuitinados. Por lo tanto, la vía de la autofagia 

también está implicada en muchas de las enfermedades 

neurodegenerativas relacionadas con el SUP, como la EA, la EP o la EH 

(Levine and Kroemer, 2008; Rubinsztein, 2006). Esto es de gran 

importancia, ya que pone de manifiesto que ambos sistemas proteolíticos 

no son independientes como se creía en un principio, sino que 

interaccionan (Koga et al., 2011; Komatsu et al., 2006; Nijholt et al., 2011b) 
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y pueden actuar de forma compensatoria (Ding et al., 2007; Pandey et al., 

2007). 

A pesar de que la autofagia puede causar enfermedad tanto por 

exceso como por defecto, en el contexto de las enfermedades 

neurodegenerativas parece que la inducción de la autofagia tiene un efecto 

neuroprotector y que niveles de autofagia inadecuados o defectivos serían 

responsables de la muerte neuronal en la mayoría de patologías (Wong and 

Cuervo, 2010). En este sentido, diversos estudios muestran que ratones con 

deleción de los genes Atg5 (Hara et al., 2006) y Atg7 (Komatsu et al., 2006) 

sufren una severa neurodegeneración en el SNC. Sin embargo, también 

existe alguna excepción a esta norma, ya que existen diversos casos en los 

que una actividad autofágica excesiva resulta perjudicial para la 

supervivencia celular, como se ha demostrado en células de Purkinje 

cerebelares (Yue et al., 2002) o en cerebros de pacientes con la EA (Canu et 

al., 2005). 

La EP fue una de las primeras patologías neurodegenerativas en ser 

asociadas con la autofagia, y es por lo tanto una de las más estudiadas. Se 

sabe que la α-sinucleína se degrada en parte por procesos autofágicos, 

como macroautofagia y AMC (Cuervo et al., 2004; Mak et al., 2010; Vogiatzi 

et al., 2008; Webb et al., 2003). Además, ratones knockout (KO) para ATG5 

o Beclin 1 desarrollan déficits motores, reflejos anormales y acúmulos de 

cuerpos de inclusión ubicuitinados en las neuronas. Por el contrario, la 

sobreexpresión de Beclin 1 reduce la agregación de α-sinucleína y la 

patología neuronal (Spencer et al., 2009). 

En la EA también se han detectado alteraciones de la vía de la 

autofagia (Alirezaei et al., 2008; Nixon, 2007), y se ha observado la 
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acumulación de vacuolas autofágicas en neuritas (Nixon et al., 2005), que 

parecen ser autofagosomas incapaces de madurar y convertirse en 

autolisosomas (Funk et al., 2011; Yu et al., 2005). Al igual que en la EP, se 

han detectado bajos niveles de Beclin 1 en cerebro, y su sobreexpresión 

parece reducir la acumulación del péptido Aβ (Pickford et al., 2008). 

Además, mutaciones en el gen de la presinilina-1, PS1, parecen entorpecer 

la acidificación lisosomal y la activación de catepsinas (Lee et al., 2010). 

Por último, también en enfermedades con extensión de glutaminas 

como la EH se han encontrado alteraciones en la vía de la autofagia. 

Diferentes estudios muestran que la activación de esta vía mediante 

rapamicina atenúa la acumulación de huntingtina y la pérdida neuronal 

(Ravikumar et al., 2004; Wang et al., 2009a). Sin embargo, todavía se 

desconoce qué causa la disminución en los niveles de autofagia, aunque se 

especula con que la huntingtina wild type (wt) tenga un papel en la 

regulación de la autofagia, que se vea afectado por la repetición de tripletes 

en la huntingtina mutante (Cheung and Ip, 2011). 

En resumen, ambos mecanismos proteolíticos están involucrados 

en varias de las patologías neurodegenerativas más frecuentes. Éstas están 

asociadas con la formación de agregados ricos en proteínas ubicuitinadas 

(Huang and Figueiredo-Pereira, 2010), que resultan en la formación de 

cuerpos de inclusión. Aunque los productos acumulados en cada caso sean 

similares (agregados proteicos que interaccionan con componentes del SUP 

y de la vía autofágica), los eventos que causan su formación pueden ser 

muy específicos. Además, los defectos en la proteostasis pueden ser tanto 

primarios como secundarios a la patogénesis de la enfermedad, lo que 

influye en gran medida en la adopción de medidas terapéuticas. 
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Finalmente, aunque los grupos específicos de neuronas afectados por cada 

patología sean distintos, comparten la incapacidad para degradar proteínas 

ubicuitinadas y por tanto es muy probable que el mal funcionamiento de 

ambos sistemas proteolíticos esté implicado en la muerte neuronal 

observada (Moore et al., 2003), y prueba de ello son todos los 

componentes del SUP y de la autofagia afectados por mutaciones en 

enfermedades neurodegenerativas (parkin y UCH-L1 en EP; enzimas E1 y 

E2, y UBB+1 en EA; o ATGs y Beclin 1 en EP y EA). 

 

1.4 Alcohol y proteólisis 

El etanol se oxida a acetaldehído por la enzima alcohol 

deshidrogenasa (ADH) o por la citocromo P450 2E1 (CYP2E1) 

principalmente en el hígado, proceso en el cual también se generan 

especies reactivas del oxígeno (ROS) y del nitrógeno (RNS). Estos 

compuestos son altamente tóxicos para las células, y además de haberse 

demostrado su implicación en numerosas enfermedades 

neurodegenerativas, también se han relacionado con deficiencias en los 

sistemas proteolíticos. Las modificaciones oxidativas de de las proteínas 

pueden resultar en una función proteica alterada, además de incrementar 

su hidrofobicidad, lo cual genera una tendencia a la agregación proteica 

(Dasuri et al., 2010). Por ello, tanto la autofagia como el proteasoma son 

procesos esenciales en la eliminación del estrés oxidativo y la toxicidad 

generados por el etanol. 

Estudios recientes demuestran que el etanol puede alterar la 

autofagia en patologías hepáticas (Ding et al., 2011b; Osna et al., 2011). 
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Estos trabajos señalan la implicación del citocromo P450 2E1 (CYP2E1) en la 

acumulación lipídica y la reducción de los niveles de autofagia durante la 

administración de etanol en células humanas de hepatoma (Thomes et al., 

2013), o durante el desarrollo de esteatosis hepática alcohólica (Wu et al., 

2012). Otros análisis in vitro de distintas líneas celulares señalan que la 

autofagia es esencial en la reducción de la toxicidad causada por el etanol, 

ya que mientras que inductores de esta vía como la rapamicina disminuyen 

la apoptosis, inhibidores como la wortmanina la agravan (von Haefen et al., 

2011). 

La vía del proteasoma también se ha relacionado recientemente con 

los mecanismos hepatotóxicos del etanol. Diferentes trabajos demuestran 

que el metabolismo del etanol a través de CYP2E1 produce ROS que inhiben 

la actividad del proteasoma, acumulándose proteínas oxidadas que 

dañarían a los hepatocitos (Osna and Donohue, Jr., 2007). Por otra parte, 

otros estudios prueban que la inhibición selectiva del proteasoma con PS-

341 (bortezomib) es beneficiosa en la hepatopatía alcohólica, al aumentar 

los niveles de las enzimas antioxidantes, encargadas de eliminar las ROS 

(Bardag-Gorce et al., 2011). 

Debido a que el etanol se metaboliza principalmente en el hígado, es 

en este órgano donde más se ha estudiado su relación con los procesos 

proteolíticos. Sin embargo, el etanol se absorbe rápidamente por el tracto 

gastrointestinal y se distribuye por todo el cuerpo incluyendo el cerebro, ya 

que puede atravesar fácilmente la barrera hematoencefálica debido a su 

hidrofobicidad, por lo que los efectos nocivos del etanol no sólo se limitan 

al hígado. Actualmente se desconocen los mecanismos patológicos 

implicados en otros órganos, y sólo recientemente se está empezando a 



Introducción 

45 
 

investigar la participación de los mecanismos de degradación de proteínas 

en el daño causado por el etanol en órganos como corazón (Ge and Ren, 

2012; Guo et al., 2012) o cerebro (Chen et al., 2012b). 

 





 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2 OBJETIVOS 
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Basándonos en los antecedentes expuestos, la hipótesis de partida 

que proponemos es que “el etanol, al interaccionar con los receptores TLRs, 

activa su señalización vía NFkB, conduciendo a la producción de citoquinas y 

radicales libres. El consumo crónico de alcohol causaría un exceso de 

radicales libres que inducirían un aumento y acumulación de proteínas 

oxidadas y restos celulares, eventos que podrían estar relacionados con 

alteraciones del sistema ubicuitina-proteasoma y de la vía de la autofagia-

lisosoma. El aumento de restos celulares (DAMPs), junto con el propio 

etanol, activaría a su vez a los receptores TLR4, lo que conllevaría la 

aparición de una mayor neuroinflamación y neurodegeneración”. 

 

En base a esta hipótesis, los objetivos han sido los siguientes: 

 

1) Estudiar si el abuso crónico de alcohol altera la composición y/o la 

función del sistema ubicuitina-proteasoma en corteza cerebral de ratones 

C57BL/6. 

 

2) Evaluar si el consumo crónico de alcohol afecta a la capacidad 

degradativa de la vía de la autofagia-lisosoma en corteza cerebral. 

 

3) Confirmar la implicación de los mecanismos de degradación de 

proteínas en el daño causado por el etanol a las células gliales, mediante la 

estimulación aguda con alcohol en cultivos primarios de astrocitos y 

microglía. 
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4) Investigar la participación del receptor TLR4 en los cambios 

producidos por el alcohol en ambos sistemas proteolíticos, a través del 

estudio de dichas alteraciones en ratones y cultivos TLR4-KO. 

 

5) Evaluar si tratamientos farmacológicos que modulen los sistemas 

proteolíticos previenen la neuroinflamación asociada al consumo crónico de 

alcohol. 

 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3 MATERIAL Y MÉTODOS 
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3.1 Animales de experimentación 

Para el desarrollo de este proyecto de investigación, se trabajó con 

ratones macho C57BL/6 silvestres o wild type (WT) (Harlan Ibérica, 

Barcelona, España) y knockout (KO) para TLR4 (TLR4-KO; de fondo genético 

C57BL/6, cedidos por el Dr. Akira, Universidad de Osaka, Suita, Japón) de 

entre 6-7 semanas de vida. Todos los animales se mantuvieron bajo 

condiciones controladas de ciclos de luz y oscuridad (12/12 h), temperatura 

(23°C) y humedad (60%). Todos los protocolos de experimentación con 

animales fueron aprobados por el Comité de Ética de Experimentación con 

Animales del CIPF (CEBA), siguiendo las pautas establecidas por el Consejo 

Directivo de la Comunidad Europea (86/609/ECC), y por el Real Decreto Ley 

1201/2005. 

 

3.2 Cultivos 

En este trabajo se han empleado cultivos primarios de astrocitos y 

microglía. El manejo de los cultivos se ha realizado en condiciones de 

esterilidad y en cabina de flujo laminar (Faster Bio 48; Faster, Cremona, 

Italia). Todo el material empleado ha sido estéril: las placas y jeringuillas de 

Becton Dickinson (BD, Nueva Jersey, EEUU), las pipetas y tubos de Corning 

Costar (Nueva York, EEUU), los filtros de VWR (Pensilvania, EEUU), y los 

reactivos y medios de cultivo de Gibco (Life Technologies, California, EEUU). 

Los cultivos se han mantenido en estufa húmeda (Thermo Fisher Scientific, 

Massachusetts, EEUU) a 37°C con un 5% de CO2. 
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3.2.1 Cultivo primario de astrocitos 

Los cultivos de astrocitos (protoplasmáticos o de tipo I) se 

realizaron a partir de corteza cerebral de ratones P0 (postnatal 0, recién 

nacidos) WT y TLR4-KO, siguiendo protocolos anteriores (Renau-Piqueras et 

al., 1989). Se extrajeron los cerebros, se separaron las cortezas, y se 

disgregaron en medio DMEM (“Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium”) 

mediante aspiración y posterior agitación en vórtex durante un minuto. 

Posteriormente se filtró el extracto celular a través de una malla de nylon 

de 90 µm de poro y se procedió a su siembra. El medio empleado fue 

DMEM suplementado con 20% (v/v) de suero bovino fetal (SBF), y 1% de 

fungizona (2,5 µg/ml), glutamina (2 mM), antibiótico (penicilina 100 

uds./ml-estreptomicina 100 µg/ml) y glucosa (100 µg/ml). El medio de 

cultivo se cambió dos veces por semana y al día 7 de cultivo, se eliminó la 

glucosa y se redujo la cantidad de SBF al 10%. Los astrocitos se dejaron 

crecer hasta que llegaron a confluencia, alrededor de 11-13 días tras el 

cultivo. 

 

3.2.2 Cultivo primario de células microgliales 

Los cultivos de microglía se prepararon siguiendo el método 

descrito por Giulian y Baker (Giulian and Baker, 1986), a partir de las 

cortezas cerebrales de crías de ratón P1-P3. Tras diseccionar las cortezas y 

disgregarlas mecánicamente por aspiración, se disgregaron también 

químicamente mediante una incubación con 0,25% tripsina-EDTA 0,25 mM 

a 37°C durante 30 minutos (min). Posteriormente, se bloqueó la digestión 

mediante el mismo volumen de medio DMEM-F12 suplementado con 15% 
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de SBF y desoxirribonucleasa I, se centrifugó el extracto celular a 3000 rpm 

durante 5 min y se resuspendieron y filtraron las células en 10 ml de 

DMEM-F12. La siembra se realizó en medio DMEM-F12 suplementado con 

10% de SBF, y 1% de fungizona (2,5 µg/ml), glutamina (2 mM) y antibiótico 

(penicilina 100 uds./ml-estreptomicina 100 µg/ml). De esta forma se obtuvo 

un cultivo mixto de células gliales que se mantuvo en estufa húmeda a 37°C 

y 5% de CO2 durante 14-17 días, cambiando el medio cada 4-5 días. 

Tras este periodo y para obtener el cultivo puro de microglía, se 

aplicó el método de la tripsinización diferencial (Saura et al., 2003), 

consistente en tripsinizar el cultivo mixto de células gliales durante unos 

minutos a 37°C con 0,05% tripsina-EDTA 25 mM, de manera que sólo los 

astrocitos se liberen, permaneciendo adherida la microglía. Estudios 

realizados en nuestro laboratorio demuestran, mediante 

inmunofluorescencia con anticuerpos específicos para cada tipo celular 

(CD11b para microglía, GFAP para astrocitos y MAP-2 para neuronas), que 

la pureza de células microgliales que se obtiene con este método es 

superior al 98%. 

 

3.3 Tratamientos 

3.3.1 Administración crónica de etanol in vivo 

Para el tratamiento crónico con etanol in vivo, se emplearon 

ratones macho C57BL/6 (WT y TLR4-KO) de 7 semanas de edad, con un 

peso de 18-20 g. Se mantuvieron 4 animales por caja con agua (WT y TLR4-

KO control) o agua con 10% (v/v) de etanol suplementado con sacarina, y 
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una dieta sólida ad libitum durante 4 meses. En este periodo, el consumo 

tanto de comida como de agua fue similar para ratones WT y TLR4-KO, así 

como para ratones tratados con etanol y los grupos control (Alfonso-

Loeches et al., 2010). De esta forma, los animales consumieron alrededor 

de 12,6 ± 2,0 g de etanol/kg de masa corporal. Los niveles de etanol 

alcanzados en los ratones tratados fueron de 122 ± 18 mg/dl. El incremento 

en el peso de los animales fue similar entre los grupos WT y TLR4-KO 

tratados y control (Alfonso-Loeches et al., 2010). 

 

3.3.2 Inhibición del proteasoma y estimulación de la 

autofagia in vivo 

Para la inhibición in vivo del proteasoma y la estimulación de la vía 

de la autofagia, se usó bortezomib (C19H25N4O4B), que produce una 

inhibición selectiva y reversible del proteasoma 26S, y rapamicina, (o 

sirolimus, C51H79NO13) que inhibe al complejo mTOR y estimula así el 

proceso autofágico, respectivamente. Se emplearon ratones WT control y 

tratados con etanol durante 4 meses, mientras que los tratamientos con los 

inhibidores se llevaron a cabo durante las últimas 8 semanas de este 

periodo. El bortezomib (1 mg/kg; LC Laboratories, Woburn, EEUU), disuelto 

en DMSO y suero salino fisiológico, se administró de forma intravenosa una 

vez a la semana en ratones anestesiados mediante inhalación de isoflurano 

al 2-4%. La rapamicina (3 mg/kg; LC Laboratories), disuelta en DMSO y 

suero salino fisiológico, se administró intraperitonealmente una vez a la 

semana.  

http://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Nitr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno
http://es.wikipedia.org/wiki/Boro
http://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Nitr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Nitr%C3%B3geno
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Los ratones fueron sacrificados por dislocación cervical. Se 

extrajeron los cerebros, se diseccionaron y las cortezas cerebrales se 

congelaron en nitrógeno líquido hasta su posterior análisis. Algunos 

animales fueron anestesiados, perfundidos con paraformaldehído (PF) y 

usados para los análisis inmunohistoquímicos. 

 

3.3.3 Tratamiento in vitro de astrocitos y microglía con 

etanol 

Para el análisis in vitro de ambos sistemas proteolíticos, se 

utilizaron cultivos primarios de astrocitos y microglía procedentes de 

corteza cerebral de ratón. Cuando los cultivos llegaron a confluencia (día 

11-13 en astrocitos y 14-17 en microglía), se sustituyó el suero bovino fetal 

(SBF) por albúmina de suero bovino (BSA, 1 mg/ml) en astrocitos o N2 (1%, 

v/v) en microglía, para dejar a las células en condiciones basales y evitar la 

activación de rutas fisiológicas. Sin embargo, tal y como describe la 

literatura, se comprobó que la deprivación de suero en cultivos primarios 

de células gliales era capaz de activar la vía de la autofagia (Janen et al., 

2010). Por este motivo y tras realizar varios ensayos, se redujo la 

concentración del suero al 2% únicamente en los cultivos destinados a 

analizar dicha vía. Tras 12 horas (h) de acondicionamiento al nuevo medio, 

se estimularon las células mediante la adición de etanol a una 

concentración de 50 mM y se recogieron en tampón fosfato salino (PBS) o 

se fijaron a diferentes tiempos (control sin etanol, 30 min, 1 h, 3 h, 7 h, 24 

h) para su posterior análisis. 
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Puesto que ciertos productos comerciales pueden contener restos 

de LPS (Weinstein et al., 2008) y éste activa los receptores TLR4, en nuestro 

laboratorio se realizó previamente el test del lisado de amebocitos de 

Limulus (LAL; Cambrex Bio Science, Verviers, Bélgica) para determinar la 

cantidad de LPS en el etanol usado para la estimulación celular. El 

contenido en LPS detectado fue menor de 2,98x10-3 pg/ml, concentración 

insuficiente para activar a las células. 

 

3.4 Determinación de proteínas: inmunotransferencia 

3.4.1 Obtención del lisado celular y de tejido 

Para la extracción de proteínas se realizó una lisis celular con 

tampón de lisis casero (Tris-HCl 20 mM, pH 8, Nonidet P-40 1%, cloruro 

sódico 130 mM, fluoruro sódico 10 mM, aprotinina 10 µg/ml, leupeptina 40 

µM, DTT 1mM, ortovanadato sódico 1 mM, PMSF 1 mM). Este se utilizó 

tanto con las placas de células previamente lavadas con PBS frío, como con 

las muestras de corteza cerebral, que se homogenizaron mecánicamente en 

el propio tampón (Ultra Turrax T8; IKA-WERKE, Staufen, Alemania). Los 

lisados se incubaron en hielo durante 30 minutos, agitándolos cada dos 

minutos, y finalmente se centrifugaron a 4°C durante 15 minutos a máxima 

velocidad (centrífuga Eppendorf modelo 5415 R; Eppendorf, Hamburgo, 

Alemania). Se midió la concentración de proteína del sobrenadante por el 

método de BCA (Thermo Fisher Scientific), empleando como curva patrón 

controles de concentración conocida de albúmina de suero bovino (BSA; 

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU). 
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3.4.2 Electroforesis 

Se llevó a cabo una electroforesis en condiciones desnaturalizantes 

en presencia de dodecilsulfato sódico (SDS) según el método de Laemmli 

(Laemmli, 1970). Se emplearon geles de poliacrilamida (grosor 1-1,5 mm; 

porcentaje bis:acrilamida 30:0,8) con un porcentaje de acrilamida 6-15%, en 

función del tamaño de la proteína a resolver. Las muestras se 

desnaturalizaron en un bloque termostático (Stuart-Bibby Scientific, 

Staffordshire, Gran Bretaña) durante 5 minutos a 95°C en presencia de la 

solución solubilizadora Laemmli 6× (350 mM Tris pH 6,8, 30% glicerol, 30% 

ß-mercaptoetanol, 12,8% SDS y 0,02% azul de bromofenol) y se cargaron en 

el sistema de electroforesis (Mini-PROTEAN® 3 Cell; Bio-Rad, California, 

EEUU) con el tampón correspondiente (Tris-HCl 25mM, glicina 200mM y 

SDS al 0,1%). El proceso de electroforesis se llevó a cabo a partir de 40 µg 

de proteína a temperatura ambiente, con unas condiciones de voltaje 

constante (100 V) durante aproximadamente 90 minutos. 

 

3.4.3 Inmunotransferencia y detección de proteínas 

La transferencia se llevó a cabo con una membrana de PVDF 

(Merck-Millipore, Massachusetts, EEUU) mediante el sistema de 

transferencia húmeda de Bio-Rad. Las transferencias fueron realizadas bien 

a un voltaje constante (100 V) durante una hora, o bien en condiciones de 

amperaje constante (200 mA) toda la noche a 4°C, en un tampón 

compuesto por Tris-HCl 25 mM, pH 8,3, glicina 192 mM y metanol al 20%. 

Inmediatamente después de la transferencia, se bloqueó la membrana con 
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TBS-T (Tris 20 mM, pH 7,5, NaCl 500 mM, y Tween 20 0.1%) + 5% (p/v) de 

BSA a temperatura ambiente durante una hora. 

La inmunodetección de las proteínas se realizó según el método 

descrito por Towbin (Towbin et al., 1979), con anticuerpos disueltos en una 

solución de TBS-T + 1% de BSA (Tabla 2). Las incubaciones de los 

anticuerpos primarios se realizaron durante toda la noche a 4°C en 

agitación, mientras que los secundarios, conjugados a peroxidasa de rábano 

(HRP), fueron incubados durante una hora a temperatura ambiente en 

agitación. Entre ambos anticuerpos y tras el secundario se realizaron 3-4 

lavados con TBS-T. Finalmente, las membranas se revelaron mediante 

quimioluminiscencia con ECL-Plus (Thermo Fisher Scientific). Los análisis 

densitométricos se realizaron mediante el software de análisis de imagen 

ImageJ 1.44p (National Institutes of Health, EEUU). La expresión de cada 

proteína se normalizó con respecto a los niveles de la proteína de expresión 

constitutiva GAPDH; o en el caso de proteínas fosforiladas, con respecto a la 

cantidad de proteína total. 

 

Tabla 2. Anticuerpos utilizados en la experimentación. 

Antígeno PM (kDa) Especie Dilución Casa comercial 

Ubi - Ratón (monoclonal) 1:5000 Abcam 

α2 25 Conejo (policlonal) 1:10000 Abcam 

ß5i 20 Conejo (policlonal) 1:1000 Abcam 

ß2i 29 Ratón (monoclonal) 1:1000 Santa Cruz 

ß1i 23 Conejo (policlonal) 1:2000 Abcam 

ß5 23 Cabra (policlonal) 1:100 Santa Cruz 

ß2 23 Ratón (monoclonal) 1:500 Santa Cruz 
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ß1 25 Conejo (policlonal) 1:500 Santa Cruz 

PSME1 28 Conejo (policlonal) 1:1000 Abcam 

PSME2 27 Conejo (policlonal) 1:500 Abcam 

p62/SQSTM1 47 Conejo (policlonal) 1:1000 Abcam 

ATG5 32;60 Conejo (policlonal) 1:1000 Abcam 

ATG12 21;60 Ratón (monoclonal) 1:500 Santa Cruz 

LC3A/B 14 Conejo (policlonal) 1:2000 Abcam 

CTSB 25;37 Ratón (monoclonal) 1:1000 Santa Cruz 

mTOR 220 Conejo (policlonal) 1:500 Santa Cruz 

p-mTOR(Ser 

2448) 

220 Conejo (policlonal) 1:200 Santa Cruz 

iNOS 130 Ratón (monoclonal) 1:1000 BD Transduction 

Laboratories 

COX-2 72 Conejo (policlonal) 1:1000 Cayman Chemical 

GAPDH 38 Ratón (monoclonal) 1:20000 Merck Millipore 

2º Anti 

ratón-AP 

  1:1000 Sigma-Aldrich 

2º Anti-

ratón-HRP 

- - 1:5000 Sigma-Aldrich 

2º Anti-conejo-

HRP 

- - 1:20000 Sigma-Aldrich 

2º Anti-cabra-

HRP 

- - 1:10000 Sigma-Aldrich 

kDa = kiloDalton. 
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3.5 Análisis de la expresión génica 

3.5.1 Extracción y aislamiento del RNA 

Para la extracción del RNA se usó el reactivo TRI Reagent (Sigma-

Aldrich), y se siguieron las instrucciones del fabricante. Brevemente, se 

disgregó el tejido mecánicamente y se incubó en TRI Reagent a 

temperatura ambiente durante 5 minutos. Se añadió cloroformo y se 

centrifugó para recoger la fase acuosa, a la que se añadió isopropanol para 

precipitar el RNA, que fue resuspendido y tratado con DNasa. Finalmente, 

se cuantificó la cantidad de RNA extraído mediante espectrofotometría 

(NanoDrop 1000; Thermo Fisher Scientific). 

 

3.5.2 Transcripción reversa y PCR cuantitativa 

De cada muestra, 1 µg de RNA fue retrotranscrito mediante el kit 

“Transcriptor First Strand cDNA Synthesis” (Roche, Basilea, Suiza). El cDNA 

obtenido fue posteriormente amplificado a tiempo real en un termociclador 

(LightCycler 480, Roche) con buffer y sondas Taqman (Taqman Gene 

Expression; Applied Biosystems, California, EEUU) (Tabla 3), siguiendo los 

protocolos suministrados por el fabricante. Se llevó a cabo una 

cuantificación relativa (Schmittgen and Livak, 2008) tomando como 

referencia el gen endógeno de expresión constitutiva ß-glucuronidasa 

(GUS). 
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Tabla 3. Gene Expression Assay usado para la PCR. 

Gen Código de ensayo 

ß5i Mm01278979_m1 

ß2i Mm00479052_g1 

ß1i Mm00479004_m1 

Atg12 Mm00503201_m1 

Atg5 Mm00504340_m1 

Catepsina B Mm01310506_m1 

LC3 Mm00782868_sH 

p62 Mm00448091_m1 

GUSB Mm00446953_m1 

 

3.6 Medida de la actividad del proteasoma 

Las cortezas fueron homogenizadas en tampón de extracción [20 

mM Tris-HCl pH 7,8, 1 mM ditiotreitol (DTT), 1 mM ATP, 10% glicerol, 0,5 

mM EDTA, 0,5% Igepal (Sigma-Aldrich) y 5 mM MgCl2]. Los lisados se 

centrifugaron a máxima velocidad durante 15 min. Las tres actividades del 

proteasoma 20S [de tipo quimotripsina, tripsina y peptidil glutamil péptido 

hidrolasa (PGPH) o caspasa] se analizaron usando sustratos fluorogénicos 

SUC-LLVY-MCA, Boc-LSTR-MCA y Z-LLE-ß-naftilamida (Sigma-Aldrich), 

respectivamente. Los lisados de cerebro (50 µg de proteína) y el sustrato 

fluorogénico (concentración final, 50-100 µM) se incubaron conjuntamente 

en un tampón con 20 mM Tris-HCl pH 7,8, 1 mM DTT, 1 mM ATP y 5 mM 

MgCl2. Todos los ensayos se realizaron por triplicado. La incubación tuvo 

lugar a 37°C durante 60 min en una placa de 96 pocillos. La fluorescencia se 

determinó a 355 nm excitación/460 nm emisión en un espectrofluorómetro 
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(PerkinElmer, Massachusetts, EEUU). La actividad proteasomal se expresó 

en unidades arbitrarias. 

 

3.7 Análisis de citoquinas y especies reactivas del 

oxígeno 

Los niveles de TNF-α, IL-1ß, óxido nítrico (NO) e IFN-γ se 

determinaron en lisados de corteza cerebral. TNF-α, IL-1ß e IFN-γ se 

midieron mediante un kit de ELISA (eBioscience, Viena, Austria) siguiendo 

los protocolos suministrados por el fabricante, mientras que la producción 

NO se analizó midiendo los niveles de nitrito por la reacción colorimétrica 

de Griess. El reactivo de Griess se preparó mezclando volúmenes iguales de 

sulfanilamida al 1% (p/v) en ácido acético al 30% y N-(1-Naftil)etilendiamina 

diclorhidrato al 0,5% (p/v) en ácido acético al 60% (v/v). Se mezcló este 

preparado con un volumen igual de lisado cerebral durante 10 min y se 

determinó la concentración de nitrito midiendo la absorbancia a 540 nm, 

utilizando como patrón nitrato de sodio. 

La medida de los niveles de peróxido de hidrógeno (H2O2) se realizó 

mediante el kit “OxiSelect Hydrogen Peroxide Assay Kit” (Cell Biolabs, 

California, EEUU), siguiendo las instrucciones suministradas por el 

fabricante. Debido a que ciertos detergentes pueden interferir en los 

resultados obtenidos, las secciones de corteza cerebral se homogenizaron 

en tampón de lisis sin Nonidet P-40 mediante sonicación. Además, para 

corroborar los resultados obtenidos en corteza y analizar si las alteraciones 

producidas también se reflejaban a nivel sistémico, se midieron los niveles 

de H2O2 en suero sanguíneo. 
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3.8 Imagen óptica in vivo (IVIS) 

Para estudiar la expresión de moléculas en tiempo real en animales 

vivos, se utilizó un sistema de imagen IVIS-200 (Caliper Life Sciences, Mainz, 

Alemania). Se usó el fluoróforo Xenolight CF770 para marcar los 

anticuerpos contra LC3 y ß5i, proteínas representativas de la autofagia y la 

vía del proteasoma, respectivamente, siguiendo las instrucciones del 

fabricante (Caliper Life Sciences). Antes de las sesiones de imagen, los 

animales recibieron una inyección intraperitoneal de las sondas LC3-CF770 

(2 mg/kg) o ß5i-CF770 (2,5 mg/kg) disueltas en suero salino fisiológico. A 

continuación, fueron anestesiados con 1.5-2.0% isoflurano en O2 al 100% y 

colocados en una cámara oscura donde se tomaron imágenes de las 

cabezas de los animales a diferentes tiempos (24 h, 72 h y 120 h) tras la 

administración de las sondas. Se usaron IgG-CF770 y suero salino fisiológico 

como controles negativos. La señal de intensidad máxima se cuantificó 

mediante el software de análisis de imagen “Living Image 4.0” (Caliper Life 

Sciences, Xenogen Corp.) a 24 h para LC3 y 72 h para ß5i. Los valores se 

representan como porcentaje de la eficiencia de radiación. 

 

3.9 Técnicas de microscopía 

3.9.1 Preparación y fijación del tejido cerebral 

Los ratones se anestesiaron mediante inyección intraperitoneal de 

pentobarbital sódico (60 mg/kg) y fentanilo (0,05 mg/kg) para la fijación de 

los cerebros. Se perfundieron de forma transcardíaca con suero salino 0,9% 

frío con heparina, seguido de paraformaldehído (PF) al 4% (v/v) en tampón 
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fosfato 0,1 M, pH 7,4. Los cerebros fijados fueron extraídos y post-fijados 

durante toda la noche a 4°C con la misma solución fijadora (4% PF), y 

guardados a 4°C en PBS con sacarosa al 30% para su crioprotección. Se 

obtuvieron secciones cerebrales coronales (40 µm) con un criostato 

(Microm HM 505E; Microm, Walldorf, Alemania) y montadas en portas de 

polisina gelatinizados (Menzel-Gläser, Thermo Fisher Scientific). 

 

3.9.2 Inmunohistoquímica en tejido cerebral 

Las secciones se trataron con tampón citrato, pH 6,0, durante 15 

min para la exposición de epítopos, incubadas con 3% de peróxido de 

hidrógeno en metanol durante 10 min para la inactivación de la peroxidasa 

endógena y bloqueadas (5% suero de cabra en 0,1% PBS-Tween 20) durante 

1 h. A continuación, se incubaron toda la noche a 4°C con anti-Ubicuitina 

(1:1000; Abcam), y tras sucesivos lavados (0,1% PBS-Tween 20), incubadas 

con el anticuerpo secundario biotinilado (1:200; Vector Laboratories, 

California, EEUU). El método avidina-biotina-peroxidasa (Kit ABC; Vector 

Laboratories) se empleó usando 2,2’-diaminobenzidina (DAB, 0,7 mg/ml; 

Sigma-Aldrich) como sustrato, siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Los cortes se montaron en portas con distireno-plastificante-xilol (DPX, 

Sigma-Aldrich). Las tinciones se visualizaron y se tomaron imágenes con una 

cámara (DFC-480; Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) montada sobre 

un microscopio (DM-600B, Leica Microsystems). Los análisis cuantitativos 

de la inmunoreactividad de la ubicuitina en corteza cerebral se realizaron 

con el software de análisis de imagen “MetaMorph” (versión 7.0; Molecular 

Devices, California, EEUU). Se analizaron aproximadamente 18-20 campos 
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de corteza cerebral de 5-8 secciones coronales de al menos 3 animales por 

grupo. 

 

3.9.3 Microscopía confocal 

Para la doble inmunofluorescencia p62-LC3, las secciones coronales 

de cerebro se trataron con tampón citrato, pH 6,0, durante 15 min para la 

exposición de epítopos, e incubadas 30 min con negro de Sudan B (“Sudan 

black B”, SBB) al 0,3% (p/v) en 70% etanol para bloquear la 

autoinmunofluorescencia del tejido. Después de bloquear con 10% SBF y 

0,2% Tritón X-100 en PBS durante 1 h, las secciones se incubaron 

secuencialmente con anti-LC3 (1:50, Abcam) y anti-p62/SQSTM1 (1:250, 

Abcam) durante toda la noche a 4°C, y sus respectivos anticuerpos 

secundarios “Alexa Fluor” (1:500; Invitrogen, California, EEUU). Se utilizó el 

fluoróforo Hoechst 33342 (0,5 mg/ml; Molecular Probes, Oregón, EEUU) 

para marcar los núcleos celulares. Se realizaron controles negativos con 

IgGs irrelevantes en lugar de anticuerpos. Las secciones se montaron con 

medio de montaje “Fluorsave” (Merck, Darmstadt, Alemania) y las 

imágenes fueron tomadas con un microscopio confocal TCS-SP2-AOBA 

(Leica Microsystems) y un objetivo 63× HCX PL APO lbd.BL63xN.A.1.4. Todas 

las imágenes de cada experimento fueron tomadas en las mismas 

condiciones y con la misma configuración. La distribución de la 

fluorescencia se analizó con el software “MetaMorph” (versión 7.0, 

Molecular Devices) y los resultados para los estudios de colocalización se 

expresaron como el porcentaje de una de las proteínas colocalizando con 

respecto a la otra. Se analizaron aproximadamente 18-20 campos de 



Material y métodos 

68 
 

corteza cerebral de 5-8 secciones coronales de al menos 3 animales por 

grupo. 

Para las inmunofluorescencias de células in vitro, se fijaron las 

células con 3,7% (p/v) formaldehido durante 20 min. A continuación fueron 

lavadas 10 min en PBS, permeabilizadas con 0,25% (p/v) Triton X-100 

durante 5 min, y bloqueadas con 3% (p/v) BSA durante 30 min. Las células 

se incubaron con los anticuerpos primarios correspondientes durante toda 

la noche a 4°C en cámara húmeda. Al día siguiente y tras varios lavados, se 

incubaron con los respectivos anticuerpos secundarios “Alexa Fluor” y con 

el reactivo Hoechst para teñir núcleos. Las inmunofluorescencias fueron 

montadas con “Fluorsave”, y la captura de imágenes y su posterior análisis 

se realizaron del mismo modo que se describe anteriormente para análisis 

de tejido. Se emplearon controles negativos sin anticuerpos primarios y se 

usó la proteína acídica fibrilar glial (GFAP) como marcador de astrocitos. 

Para la medida de la masa lisosomal, se incubaron las células con 

Lysotracker Red DND-99 (200 nM; Molecular Probes-Life Technologies) 

durante 2 h a 37°C antes de empezar el proceso de fijación. Este compuesto 

está formado por sondas acidotrópicas fluorescentes que se unen y marcan 

estructuras ácidas en las células. Al tener éstas preferencia por orgánulos 

esféricos, se concentran en los lisosomas, dando una estimación de la masa 

lisosomal de una célula. 

 

3.9.4 Microscopía electrónica de transmisión 

Para la obtención de las secciones de cerebro, los ratones, 

previamente anestesiados, se perfundieron por el ventrículo izquierdo con 
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1% PF y 2,5% glutaraldehído en tampón cacodilato 0,1 M (pH 7,4). 

Pequeños bloques de corteza cerebral fueron procesados y embebidos en 

resina Epon, como está descrito anteriormente (Romero et al., 2010). Las 

secciones ultrafinas de tejido obtenidas se contrastaron con acetato de 

uranilo y citrato de plomo y se examinaron con un microscopio electrónico 

de transmisión CM100. Se tomaron 20-25 micrografías al azar de cada 

muestra (aumentos, ×10000). A continuación, el volumen de las vacuolas 

autofágicas fue estimado por morfometría con el software Visilog (Noesis 

Vision, Francia). Los resultados se expresaron como la densidad de volumen 

(Vv) de las vacuolas autofágicas (µm3/100 µm3 por célula). Esta parte del 

trabajo fue realizada en colaboración con el Dr. Jaime Renau, del Centro de 

Investigación Hospital La Fe de Valencia. 

Para las imágenes de células in vitro, éstas fueron sembradas en 

placas de Permanox (Nunc, Sigma-Aldrich), fijadas con 2,5% de 

glutaraldehído en tampón fosfato (PB) 0,1M durante 30 minutos a 

temperatura ambiente, y luego lavadas 3 veces en PB 0,1M. Las células 

fueron postfijadas en 2% de tetraóxido de osmio durante 2 horas, 

deshidratadas, e incluidas en Araldita (Durcupan, Sigma-Aldrich). El resto de 

procesado y adquisición de imágenes fueron realizados en el Servicio de 

Microscopía Electrónica del Centro de Investigación Príncipe Felipe. Se 

realizaron cortes semifinos de 1 μm, con una cuchilla de vidrio, y se tiñeron 

con azul de toluidina (Panreac, Barcelona, España) al 1%. Las fotografías se 

tomaron en un microscopio Nikon Eclipse 800. Posteriormente, a partir de 

los cortes semifinos se realizaron cortes ultrafinos (60-70nm) con una 

cuchilla de diamante, se tiñeron con citrato de plomo, y fueron examinados 

usando un microscopio electrónico modelo FEI Tecnai Spirit. 
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3.10 Citometría 

3.10.1 Análisis de la masa lisosomal 

Se realizaron cultivos primarios de astrocitos, y se llevaron a 

confluencia en medio completo. Para evitar la activación de la autofagia 

que se produce al privar a las células de suero antes de la estimulación con 

etanol, se redujo la concentración de suero a un 2% en lugar de sustituirlo 

por BSA. Una vez acondicionadas las células durante al menos 12 h, algunos 

pocillos se estimularon con etanol (50 mM) durante 3 o 24 h. 

Paralelamente, 2 h antes de recoger las células, se añadió al medio 

Lysotracker Red DND-99 (50 nM; Molecular Probes-Life Technologies) para 

marcar los lisosomas. Finalmente, las células fueron tripsinizadas, 

resuspendidas en PBS tras centrifugación, y se pasaron por un citómetro de 

flujo FC500 (Beckman Coulter, California, EEUU), donde se midió la 

fluorescencia emitida (620±20 nm). Los resultados obtenidos se analizaron 

con el software proporcionado por el fabricante. Además, estos resultados 

fueron corroborados mediante microscopía confocal con Lysotracker Red, 

tal y como se describe en el apartado correspondiente. 

 

3.10.2 Cálculo del pH en los lisosomas 

Se utilizaron cultivos primarios confluentes de astrocitos. De nuevo, 

se utilizó medio completo reduciendo la concentración de SBF al 2% antes 

de la estimulación. Tras 12 h de acondicionamiento, se añadió etanol (50 

mM) a las células 3 o 24 h antes de su recogida. Para medir el pH en los 

lisosomas, se incubaron las células con 40 kDa FITC-dextrano durante 18 h, 

siguiendo un protocolo descrito anteriormente (Nilsson et al., 2003). El 
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FITC-dextrano (1 mg/ml, Sigma-Aldrich) es un polímero de anhidroglucosa 

cuya fluorescencia incrementa con el pH. Tras la incubación, las células 

fueron lavadas cinco veces con PBS e incubadas de nuevo con su medio 

correspondiente durante 4 h. Posteriormente, se tripsinizaron y 

resuspendieron tras centrifugación en PBS, para su análisis en un citómetro 

FC500 (Beckman Coulter). El FITC se excitó a 488 nm con un laser de argón y 

la emisión resultante fue detectada a 530±28 nm (FL1) y 610±20 nm (FL3) 

para 10.000 eventos celulares. El pH fue calculado mediante una curva 

estándar de calibrado, añadiendo PBS a diferentes pHs (en un rango de 4-8) 

a las células junto con los ionóforos monensina (20 µM, Sigma-Aldrich) y 

nigericina (10 µM,Sigma-Aldrich). 

 

3.11 Métodos estadísticos 

Todos los datos se expresan como media ± error estándar (SEM) 

para variables continuas. La comparación de variables continuas de 

distribución normal entre dos grupos se realizó mediante la prueba 

estadística t-Student. La comparación entre diferentes grupos de datos se 

estudió mediante ANOVA unidireccional, seguido de los análisis post-hoc de 

Bonferroni o Dunnett. En todos los modelos descritos, se asumió 

significación estadística para un valor p menor de 0,05. Los análisis 

estadísticos se realizaron mediante los programas SigmaPlot (versión 10) y 

GraphPad Prism (versión 5.00). 
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4.1 El consumo crónico de etanol afecta a la proteólisis 

intracelular y causa una acumulación de proteínas 

en corteza cerebral 

4.1.1 Papel de TLR4 en la acumulación de proteínas 

ubicuitinadas 

El sistema ubicuitina-proteasoma constituye el mecanismo de 

degradación principal en la proteólisis de las proteínas de vida media corta, 

mal plegadas o defectuosas. Su disfunción, junto con una acumulación de 

proteínas ubicuitinadas es la principal causa de la patogénesis de muchas 

enfermedades neurodegenerativas (Alves-Rodrigues et al., 1998; Levine 

and Kroemer, 2008). Por ello, lo primero que estudiamos fue si el consumo 

crónico de alcohol afecta a la eliminación de proteínas ubicuitinadas y si la 

señalización por TLR4 participa en estos efectos. Para analizar las proteínas 

ubicuitinadas se realizaron ensayos de inmunotransferencia con un 

anticuerpo anti-ubicuitina que detecta preferentemente proteínas 

conjugadas a poliubicuitina y agregados proteicos ubicuitinados. La Figura 

9A muestra que el tratamiento crónico de etanol incrementó los niveles de 

proteínas ubicuitinadas en corteza cerebral de ratones WT, induciendo un 

smear o arrastre de proteínas con peso molecular aproximado de entre 45-

76 kDa. Por el contrario, el mismo tratamiento de etanol no incrementó la 

cantidad de proteína ubicuitinada en ratones TLR4-KO. Del mismo modo, un 

análisis inmunohistoquímico de diferentes secciones de corteza cerebral 

demostró que el tratamiento crónico con alcohol en ratones WT promueve 

la acumulación de proteínas ubicuitinadas y que este evento está asociado 

a la señalización por TLR4 (Fig. 9B). 



Resultados 

76 
 

 

Figura 9. El consumo crónico de etanol induce una acumulación de proteínas ubicuitinadas 
en corteza cerebral de ratones WT. Los resultados obtenidos mediante western blot (A) e 
inmunohistoquímica (B) corresponden a lisados de proteína y secciones histológicas de 
corteza cerebral de ratones WT y TLR4-KO tratados o no con etanol durante 4 meses, 
respectivamente. Los datos se expresan como media ± SEM, n = 7 ratones/grupo. Se asumió 
significación estadística para p < 0,05 (*) mediante test t de Student. Las membranas fueron 
reutilizadas para evaluar la expresión de GAPDH como control de carga. Se muestra un blot 
representativo de cada proteína. Barra de escala: 50 µm. 
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4.1.2 El consumo crónico de alcohol afecta al sistema 

ubicuitina-proteasoma 

El proteasoma 20S constituye el núcleo proteolítico del proteasoma 

26S, un gran complejo de degradación de proteínas que permite la 

digestión de proteínas innecesarias o mal plegadas al activar una serie de 

actividades proteolíticas capaces de eliminar proteínas ubicuitinadas. El 

proteasoma 20 S contiene diferentes subunidades catalíticas (ß1, ß2, ß5) y 

se encuentra unido a dos partículas reguladoras 19S que posibilitan el 

reconocimiento de proteínas (ver Figura 5 de la introducción). Por lo tanto, 

para estudiar el posible papel del etanol en el SUP, se midieron en primer 

lugar los niveles de las subunidades constitutivas del proteasoma. Como se 

muestra en la Figura 10, el tratamiento crónico con etanol in vivo disminuyó 

la expresión de las subunidades ß5 y α2 en corteza cerebral de ratones WT, 

sin producir cambios significativos en las subunidades ß1 y ß2. Sin embargo, 

el tratamiento con etanol no afectó a la expresión de ninguna de las 

subunidades constitutivas del proteasoma en ratones TLR4-KO. 

En muchas enfermedades neurodegenerativas, el declive funcional 

del proteasoma constitutivo se asocia con un incremento de las 

subunidades catalíticas inducibles del proteasoma (ß1i, ß2i y ß5i), así como 

con la unión del núcleo 20S a partículas reguladores PA28 (Bendotti et al., 

2012; Nijholt et al., 2011a), a través de la sobreexpresión de las citoquinas 

proinflamatorias IFN-γ y TNF-α (Basler et al., 2012). Por ello, determinamos 

si el tratamiento crónico con alcohol podría inducir la expresión de las 

subunidades del inmunoproteasoma en la corteza cerebral de los ratones. 
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Figura 10. El abuso del alcohol altera la expresión de las subunidades constitutivas del 
proteasoma en corteza cerebral. El etanol disminuye significativamente los niveles de 
expresión de la subunidad catalítica ß5 y de α2 en ratones WT, pero no produce cambios en 
ratones TLR4-KO. Los datos se expresan como media ± SEM, n = 7 ratones/grupo. Se asumió 
significación estadística para p < 0,05 (*) y p < 0,01 (**) mediante test t de Student. Las 
membranas fueron reutilizadas para evaluar la expresión de GAPDH como control de carga. 
Se muestra un blot representativo de cada proteína. 

 

La Figura 11 muestra que la expresión proteica de ß5i y ß2i (Fig. 

11A), y los niveles de mRNA de ß5i (Fig. 11B) incrementaron 

significativamente en ratones WT tratados con etanol. Del mismo modo, los 

niveles de la subunidad PA28α (o PSME1), un activador del proteasoma 

implicado en el ensamblaje del inmunoproteasoma y el procesamiento de 

antígenos (Kloetzel et al., 1999), también aumentaron en los animales WT 

alcoholizados.  
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Figura 11. El consumo crónico de etanol aumenta los niveles de expresión de distintas 
subunidades del proteasoma en corteza cerebral de ratones WT. El etanol incrementa la 
expresión proteica de las subunidades inducibles β5i y β2i, y del componente de la partícula 
reguladora PSME1 en ratones WT (A), mientras que en mRNA produce únicamente un 
aumento significativo de β5i (B). Sin embargo, no se observan cambios en animales TLR4-KO. 
El etanol también incrementa la expresión de IFN-γ, citoquina que induce la formación del 
inmunoproteasoma (C). Los datos se expresan como media ± SEM, n = 7 ratones/grupo. Se 
asumió significación estadística para p < 0,05 (*) y p < 0,01 (**) mediante test t de Student. 
Las membranas fueron reutilizadas para evaluar la expresión de GAPDH como control de 
carga. Se muestra un blot representativo de cada proteína. 
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Además, como en la mayoría de patologías neurodegenerativas, el 

etanol indujo un aumento de los niveles de TNF-α (Fig. 22A) (Alfonso-

Loeches et al., 2010) e IFN-γ en corteza cerebral de ratones WT (Fig. 11C). 

En cambio, no se detectaron cambios significativos en las subunidades del 

inmunoproteasoma ni en los niveles de IFN-γ en corteza de ratones TLR4-

KO tratados con etanol en comparación con los ratones TLR4-KO sin tratar 

(Fig. 11A-C). 

 

4.1.3 El etanol aumenta los niveles de las actividades tipo 

quimotripsina y tripsina 

Para establecer si la sobreexpresión de algunas de las subunidades 

del inmunoproteasoma en la corteza de los animales tratados con etanol 

estaba asociada a cambios en la actividad proteasomal, se midieron las tres 

actividades proteolíticas: tipo quimotripsina, tripsina y caspasa. La Figura 12 

muestra que las actividades tipo quimotripsina y tripsina se encontraban 

aumentadas en la corteza cerebral de animales WT alcoholizados, mientras 

que no se observaron cambios en ratones TLR4-KO. 

En general, los resultados obtenidos sugieren que el etanol reduce 

la expresión del proteasoma constitutivo 20S en corteza cerebral y 

promueve la acumulación de proteínas poli-ubicuitinadas, a la vez que 

estimula la producción de citoquinas proinflamatorias, probablemente a 

través de la señalización por TLR4, que inducirían una activación del 

inmunoproteasoma. 
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Figura 12. El etanol incrementa las actividades de tipo quimotripsina y tripsina en corteza 
cerebral de ratones WT, pero no en animales TLR4-KO. Las tres actividades del proteasoma 
20S se analizaron mediante el uso de los sustratos fluorogénicos SUC-LLVY-MCA 
(quimotripsina), Boc-LSTR-MCA (tripsina) y Z-LLE-ß-naftilamida (caspasa). Los ensayos se 
realizaron con 50 µg de lisado de corteza cerebral de ratones WT y TLR4-KO. Los datos se 
expresan como media ± SEM, n = 7 ratones/grupo. Se asumió significación estadística para  
p < 0,05 (*) mediante test t de Student. 

 

4.1.4 El etanol causa alteraciones en la vía de la autofagia-

lisosoma  

Para evaluar las posibles acciones del consumo crónico de etanol en 

la vía de la autofagia-lisosoma en la corteza cerebral, se analizaron en 

primer lugar las proteínas implicadas en la formación de los autofagosomas, 

LC3-II, ATG5 y ATG12, así como la catepsina B, una de las principales 

enzimas hidrolasas lisosomales, y p62. La Figura 13 (A-B) muestra que el 

tratamiento con etanol disminuyó los niveles tanto de proteína como de 

mRNA de catepsina B, LC3 y ATG5, y sólo los niveles de proteína de ATG12 
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en ratones WT. Sin embargo, no se observaron cambios significativos entre 

los ratones TLR4-KO control y tratados con etanol. 

 

 

Figura 13. El consumo crónico de etanol disminuye los niveles de expresión de las 
principales moléculas implicadas en la autofagia en corteza cerebral de ratones WT. El 
etanol disminuye la expresión de las proteínas autofágicas ATG (ATG5, ATG12, LC3-II/ATG8), 
de la hidrolasa lisosomal CTSB y de p62 en ratones WT (A), así como su mRNA, a excepción 
de ATG12 (B). Sin embargo, no se observan cambios en animales TLR4-KO. Los datos se 
expresan como media ± SEM, n = 7 ratones/grupo. Se asumió significación estadística para  
p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) y p < 0,001 (***) mediante test t de Student. Las membranas 
fueron reutilizadas para evaluar la expresión de GAPDH como control de carga. Se muestra 
un blot representativo de cada proteína. 
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Nuestro próximo objetivo fue evaluar si p62, proteína que puede 

unirse a LC3-II y a proteínas ubicuitinadas (Pankiv et al., 2007), podría 

participar en el proceso autofágico selectivo de los agregados proteicos 

ubicuitinados y orgánulos. 

 

 

Figura 14. El consumo de alcohol reduce la colocalización entre p62 y LC3-II en ratones WT. 
Las imágenes de la doble inmunofluorescencia p62-LC3-II corresponden a la corteza cerebral 
de secciones coronales de ratones WT y TLR4-KO tratados o no con etanol durante 4 meses. 
Los datos se expresan como media ± SEM, n = 3-4 ratones/grupo. Significación estadística,  
p < 0,001 (***) mediante test t de Student. Barras de escala: 25 µm, y 6,25 µm (ampliación). 
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La Figura 13 (A-B) muestra que el tratamiento con etanol induce 

una disminución en la expresión de p62 en corteza cerebral de ratones WT, 

cambio que no se aprecia en ratones TLR4-KO. Estos resultados sugieren 

que la señalización por TLR4 estaría implicada en las alteraciones en la 

expresión de p62 y en general en el proceso autofágico. De hecho, los 

estudios de inmunofluorescencia mostraron la interacción de LC3-II y p62, y 

confirmaron que el tratamiento con etanol reduce dicha interacción en 

ratones WT, pero no causa cambios en animales TLR4-KO (Figura 14). 

Finalmente, para evaluar el mecanismo de acción del etanol sobre 

la vía de la autofagia, se midieron los niveles de fosforilación de mTOR. La 

proteína quinasa mTOR es un regulador crítico del proceso autofágico, ya 

que la activación de mTOR inhibe esta vía (Kim et al., 2011). 

 

 

Figura 15. El consumo crónico de etanol induce la fosforilación de mTOR en corteza 
cerebral de ratones WT. Los datos se expresan como media ± SEM, n = 12 ratones/grupo. 
Significación estadística, p < 0,001 (***) mediante test t de Student. Se evaluó la expresión 
de mTOR total como control de carga. Se muestra un blot representativo de cada proteína. 

 

Como se muestra en la Figura 15, el etanol causó un aumento en los 

niveles de fosforilación de mTOR en ratones WT, mientras que los niveles 

de fosforilación de esta proteína fueron similares en corteza cerebral de 

ratones TLR4-KO control y tratados. Por último, se analizó el posible efecto 
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del etanol sobre Beclin 1, proteína que se encarga de inducir la expresión 

de las proteínas ATG. Sin embargo, el tratamiento crónico con etanol no 

indujo cambios significativos en los niveles de esta proteína (datos no 

mostrados). 

 

4.1.5  El tratamiento crónico con etanol produce un 

aumento del volumen de las vacuolas autofágicas 

Para confirmar que el tratamiento con etanol afecta a la vía de la 

autofagia-lisosoma, se analizaron las vacuolas autofágicas por microscopía 

electrónica. Estos estudios revelaron que el etanol incrementó el volumen 

de las vacuolas en el citoplasma de ratones WT, mientras que los cambios 

fueron mucho menores en ratones TLR4-KO (Fig. 16). 

Estos resultados sugieren que el etanol afecta al flujo autofágico de 

vacuolas, provocando una acumulación y un aumento de tamaño e 

impidiendo su correcta progresión. Una maduración deficiente o un 

reciclaje incorrecto de los autofagosomas podrían afectar a la degradación 

de su contenido, lo que podría provocar daño celular y, en último término, 

neurodegeneración (Ravikumar et al., 2010). 

Todos estos resultados evidencian que el tratamiento con etanol 

altera el proceso autofágico, impidiendo el correcto flujo de vacuolas 

autofágicas y degradación de su contenido, eventos que podrían contribuir 

a la muerte celular y neurodegeneración. Los resultados obtenidos también 

sugieren que la activación de la respuesta inmune innata a través de TLR4 

mediada por el etanol participa en la reducción del proceso autofágico. 
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Figura 16. Efecto del alcohol sobre las vacuolas autofágicas en corteza cerebral de ratones. 
El etanol causa un aumento de la densidad de volumen en las vacuolas de ratones WT tras 4 
meses de consumo, pero no en ratones TLR4-KO. Los datos se expresan como media ± SEM, 
n = 3-4 ratones/grupo. Se asumió significación estadística para p < 0,05 (*) mediante test t 
de Student. Barra de escala: 1 µm. Vv = densidad de volumen (µm

3
/µm

3
 por célula). 
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4.1.6 Estudio in vivo de la expresión de ß5i y LC3 en 

cerebro 

Para corroborar los resultados experimentales obtenidos, 

utilizamos una técnica de imagen in vivo que permite la detección de la 

expresión proteica en animales vivos. Se seleccionaron ß5i y LC3 como 

proteínas características del sistema ubicuitina-proteasoma y de la vía de la 

autofagia, respectivamente. Los animales WT y TLR4-KO control o tratados 

con etanol recibieron una inyección intraperitoneal con las sondas 

fluorescentes ß5i-CF770 y LC3-CF770, y la intensidad de fluorescencia se 

evaluó tras 72 h y 24h, respectivamente, coincidiendo con la máxima 

intensidad de cada sonda. Como se muestra en las Figuras 17A y 18A, el 

consumo crónico de etanol incrementó la intensidad de fluorescencia de 

ß5i-CF770 (Fig. 17A), mientras que disminuyó la de LC3-CF770 (Fig. 18A) en 

los cerebros de ratones WT con respecto a los animales control. 

Sin embargo, el mismo tratamiento con etanol no causó diferencias 

significativas en las intensidades de fluorescencia de ambas sondas en los 

cerebros de ratones TLR4-KO. La reconstrucción tridimensional (Fig.17B y 

18B) apoya los datos obtenidos en análisis de imagen espectral planar. 

Para validar los resultados obtenidos, y comprobar que las sondas 

utilizadas eran capaces de atravesar la barrera hematoencefálica y alcanzar 

el cerebro de los animales, se inyectaron intraperitonealmente las dos 

sondas junto con dos controles negativos, IgG-CF770 y suero salino 

fisiológico, en cuatro ratones WT diferentes. Tras 24 h o 72 h según la 

sonda, se evaluó la intensidad de fluorescencia emitida en la parte posterior 

de la cabeza y en la cavidad abdominal. 
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Figura 17. Expresión in vivo de la proteína del inmunoproteasoma β5i en cerebro. Las 
imágenes muestran la fluorescencia emitida por la sonda β5i-CF770 (2,5 mg/kg) en cerebros 
de ratones WT y TLR4-KO tratados o no con etanol durante 4 meses, 72 h después de la 
inyección intraperitoneal (A); e imágenes longitudinales de la sonda β5i-CF770 en cerebros 
de ratones tras una reconstrucción 3D (B). Los datos se expresan como media ± SEM, n = 4 
ratones/grupo, en porcentaje de la eficiencia de la radiación. Significación estadística,  
p < 0,01 (**) mediante test t de Student. 
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Figura 18. Expresión in vivo de la proteína autofágica LC3 en cerebro. Las imágenes 
muestran la fluorescencia emitida por la sonda LC3-CF770 (2 mg/kg) en cerebros de ratones 
WT y TLR4-KO tratados o no con etanol durante 4 meses, 72 h después de la inyección 
intraperitoneal (A); e imágenes longitudinales de la sonda LC3-CF770 en cerebros de ratones 
tras una reconstrucción 3D (B). Los datos se expresan como media ± SEM, n = 4 
ratones/grupo, en porcentaje de la eficiencia de la radiación. Significación estadística,  
p < 0,05 (*) mediante test t de Student. 
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Como se puede observar en la Figura 19, las dos sondas específicas 

se detectaron correctamente en los animales in vivo, mientras que ni la 

sonda inespecífica ni el suero salino produjeron prácticamente señal. 

 

 

Figura 19. Validación del sistema de imagen in vivo. Se inyectaron intraperitonealmente 
ratones WT con las sondas fluorescentes específicas β5i-CF770 (2,5 mg/kg) y LC3-CF770 (2,0 
mg/kg). Como control se utilizaron una sonda inespecífica IgG-CF770 y suero salino. Se 
midieron los niveles de fluorescencia en cerebro y cavidad abdominal tras 72 h (β5i e IgG) o 
24 h (LC3 y suero salino). La ausencia de señal en ambos controles negativos prueba la 
especificidad de la sonda. 

 

Posteriormente, los animales se sacrificaron y los cerebros e 

hígados se extrajeron para medir las intensidades de fluorescencia ex vivo. 

Además, se realizaron cortes coronales de los cerebros para comprobar la 

correcta penetración de la sonda en este órgano (Figura 20). Ambas sondas 

se detectaron tanto en cerebro (Figura 20A-B) como en hígado (Figura 20C). 
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Figura 20. Comprobación de la fluorescencia emitida ex vivo entre hígado y cerebro. Tras la 
validación in vivo de la especificidad de las sondas, los animales se sacrificaron y los cerebros 
e hígados fueron extraídos. Se evaluó la fluorescencia ex vivo de los cerebros enteros (A), de 
cortes coronales cerebrales (B) y de los hígados (C). La sonda se distribuyó correctamente 
por el organismo, y fue detectada en ambos órganos de forma específica, como muestra la 
ausencia de señal en los controles negativos. 

 

Tras el análisis ex vivo de los cerebros e hígados y como era de 

esperar, la intensidad de fluorescencia en los hígados fue mayor 

(aproximadamente en un orden de magnitud) que la de los cerebros, algo 

que no es de extrañar dada la función detoxificadora de este órgano. Sin 

embargo, y como demostraron los cortes cerebrales coronales, se pudo 

confirmar la penetración de ambas sondas en el cerebro de los animales. 
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Además, ambos controles negativos no dieron prácticamente ninguna 

señal, demostrándose así la especificidad de las sondas empleadas. 

Estos estudios de imagen in vivo se correlacionan con los resultados 

bioquímicos obtenidos en las Figuras 11A y 13A, y confirman que el etanol 

incrementa la actividad del inmunoproteasoma, pero disminuye la actividad 

autofágica en los cerebros de ratones WT. Además, estos estudios también 

demuestran la implicación de TLR4 en estos eventos, al no encontrarse 

cambios relevantes entre ratones TLR4-KO tratados con etanol y sin tratar. 

 

4.1.7 El consumo crónico de etanol genera estrés 

oxidativo 

El consumo crónico de etanol produce un ambiente inflamatorio 

que puede resultar tóxico para la célula (Valles et al., 2004). Para evaluar la 

posible implicación del daño oxidativo en la neurotoxicidad causada por el 

etanol, se analizaron los niveles de peróxido de hidrógeno (H2O2), una de las 

principales especies reactivas del oxígeno (ROS). La Figura 21A muestra que 

el etanol produjo un aumento de los niveles de H2O2 en la corteza cerebral 

de ratones WT, pero no causó alteraciones en animales TLR4-KO. Estos 

datos fueron además corroborados mediante la medida de los niveles 

sistémicos de H2O2 en suero sanguíneo, obteniéndose resultados muy 

similares (Fig. 21B). 
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Figura 21. El etanol causa un aumento de los niveles de H2O2 en ratones WT. El consumo 
crónico de etanol aumenta la producción de H2O2 en corteza cerebral (A) y en suero 
sanguíneo (B) de ratones WT, pero no produce alteraciones de sus niveles en animales 
TLR4-KO. Los datos se expresan como media ± SEM, n = 6-8 ratones/grupo. Se asumió 
significación estadística para p < 0,05 (*) y p < 0,01 (**) mediante test t de Student. 

 

4.1.8 Administración in vivo de bortezomib y rapamicina a 

ratones alcoholizados 

Para evaluar la relevancia de las alteraciones proteolíticas en la 

neuroinflamación y el daño cerebral in vivo, se administró a los animales un 

modulador de la actividad proteasomal, bortezomib, que inhibe la actividad 

catalítica 26S (Groll et al., 2009). Los efectos del abuso de etanol en la vía 

de la autofagia también se evaluaron mediante la administración de 

rapamicina, un compuesto que inhibe la señalización de mTOR (p. e., AMPK 

y p53) (Alers et al., 2012) e induce la autofagia (Graziotto et al., 2012). 

Ambos inhibidores se inyectaron tanto a los animales WT control como a 

los tratados con etanol de forma crónica. 

Como se aprecia en la Figura 22A, la administración de bortezomib 

evitó la activación de las actividades proteasomales tipo quimotripsina y 

tripsina inducida por el etanol en la corteza cerebral de ratones WT. De 

forma similar, las inyecciones de rapamicina inhibieron de forma 

significativa la inducción de la fosforilación de mTOR producida por el 
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consumo crónico de alcohol (Fig. 22B). Estos resultados indican que bajo las 

condiciones experimentales empleadas, ambos inhibidores fueron capaces 

de modular y prevenir los efectos del etanol en las dos vías metabólicas 

estudiadas, SUP y autofagia. 

 

 

Figura 22. El tratamiento con moduladores del proteasoma y de la autofagia previene los 
efectos del etanol sobre ambas vías proteolíticas en la corteza cerebral. Se evaluaron los 
efectos del tratamiento con bortezomib (inhibidor de la actividad proteasomal) y rapamicina 
(inhibidor de mTOR, induce autofagia) durante el consumo crónico de alcohol sobre ambas 
vías proteolíticas. Se administró bortezomib o rapamicina a animales WT con un consumo de 
alcohol durante 4 meses, o a ratones WT control. La administración de bortezomib (1 mg/kg) 
previno el incremento de los niveles de actividad proteasomal inducida por el consumo 
crónico, pero no tuvo efecto en animales control (A). La administración de rapamicina (3 
mg/kg) suprimió el incremento en la fosforilación de mTOR que induce el tratamiento con 
etanol, y no produjo cambio en los animales control (B). Los datos se expresan como media ± 
SEM, n = 4-6 ratones/grupo. Significación estadística mediante análisis ANOVA (post-hoc, 
test Bonferroni), p < 0,05 (*) y p < 0,01 (**) cuando se comparan los grupos tratados con 
etanol y los control; y p < 0,05 (#) entre los grupos tratados con etanol + inhibidor y los 
grupos tratados únicamente con etanol. Se evaluó la expresión de mTOR total como control 
de carga. Se muestra un blot representativo de cada proteína. 

 

Para determinar los efectos de ambos moduladores en las vías 

proteolíticas correspondientes, analizamos en primer lugar el efecto del 

etanol sobre la producción de las citoquinas proinflamatorias interleucina 

1β (IL-1β) y el factor de necrosis tumoral α (TNF-α), y otros mediadores 

inflamatorios como la ciclooxigenasa 2 (COX-2) o la óxido nítrico sintasa 
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inducible (iNOS) y el producto que sintetiza, el radical libre óxido nítrico 

(NO). La Figura 23 muestra que el etanol produjo un aumento 

estadísticamente significativo de todos estos compuestos. 

Una vez comprobada la eficacia de los moduladores y la 

neuroinflamación producida por el etanol, se determinó si ésta estaba 

asociada a la alteración de los procesos proteolíticos en la corteza cerebral 

de ratones WT. La Figura 23A muestra que mientras el bortezomib, 

inhibidor de la actividad quimotripsina del proteasoma, suprime 

completamente el incremento en los niveles de expresión de TNF-α, IL-1ß y 

NO en ratones alcoholizados, la rapamicina, inhibidor de la vía de la 

autofagia, sólo restablece los niveles de IL-1ß de forma significativa, aunque 

los niveles en este grupo son en general más bajos que en el grupo tratado 

con etanol. 

El análisis por western blot de los mediadores inflamatorios iNOS y 

COX-2 demostró la eficacia del bortezomib a la hora de restablecer los 

niveles normales de expresión de ambas moléculas en ratones WT tratados 

con etanol. Por otra parte, la rapamicina, sólo rescató los niveles de 

expresión de iNOS (Fig. 23B). Por último, no se encontraron cambios 

significativos en la expresión de citoquinas u otros mediadores 

proinflamatorios cuando se administró cada uno de los inhibidores en 

ratones control. 
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Figura 23. Efectos del etanol y de los moduladores proteolíticos bortezomib y rapamicina 
sobre la producción de radicales libres, citoquinas y otros mediadores inflamatorios en la 
corteza cerebral. El consumo crónico de etanol aumenta los niveles de óxido nítrico, y de las 
citoquinas IL-1ß y TNF-α (A), así como de los mediadores inflamatorios iNOS y COX-2 (B). El 
bortezomib previene la formación de todos estos compuestos si se administra junto con el 
etanol (A-B), mientras que la rapamicina sólo evita de forma significativa la sobreproducción 
de IL-1β (A) e iNOS (B). Los datos se expresan como media ± SEM, n = 4-6 ratones/grupo. 
Significación estadística mediante análisis ANOVA (post-hoc, test Bonferroni), p < 0,05 (*) 
cuando se comparan los grupos tratados con etanol y los control; y p < 0,05 (#) entre los 
grupos tratados con etanol + inhibidor y los grupos tratados únicamente con etanol. Se 
evaluó la expresión de GAPDH como control de carga. Se muestra un blot representativo de 
cada proteína. 
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4.2 El etanol altera la proteólisis en células gliales en 

cultivo primario 

4.2.1 El etanol no afecta a la acumulación de proteínas 

ubicuitinadas en cultivo de astrocitos 

En primer lugar y siguiendo el patrón empleado para evaluar el 

consumo crónico de alcohol, se analizaron los efectos del etanol sobre la 

acumulación de proteínas ubicuitinadas. Para ello, se estimularon cultivos 

de astrocitos WT con una única dosis de etanol (50 mM, dosis 

fisiológicamente relevante) y se evaluó la cantidad total de proteína 

ubicuitinada a diferentes tiempos (0 h, 0,5 h, 1 h, 3 h, 7 h, 24 h) por western 

blot. Se usó el mismo anticuerpo anti-ubicuitina, que reconoce 

preferentemente complejos poliubicuitinados y específicamente cuerpos de 

inclusión ubicuitinados que se forman cuando existen deficiencias en la 

proteólisis. Sin embargo y a diferencia de lo observado tras un consumo 

crónico, el etanol no produjo cambios en la acumulación de proteínas 

ubicuitinadas (Fig. 24A). 

Para confirmar los resultados obtenidos, se analizó la presencia de 

proteína ubicuitinada también mediante microscopía confocal tras 3 h o 24 

h de exposición al etanol. Las imágenes obtenidas mostraron una expresión 

de ubicuitina más o menos constante durante el lapso de tiempo estudiado 

(Fig. 24B). 
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Figura 24. La incubación de astrocitos con etanol no produce cambios en la acumulación de 
proteínas ubicuitinadas. El etanol (50 mM) se añadió directamente al medio, y se evaluó su 
efecto sobre la ubicuitinación de proteínas a diferentes tiempos mediante western blot (A) e 
inmunofluorescencia (B, verde). Se usó la proteína acídica fibrilar glial (GFAP, rojo) como 
marcador de astrocitos y el reactivo Hoechst (azul) para teñir los núcleos. Barra de escala: 25 
µm. 
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4.2.2 El inmunoproteasoma se activa en células gliales 

incubadas con etanol 

Para el estudio del sistema ubicuitina-proteasoma en células gliales, 

se utilizaron cultivos primarios de astrocitos y microglía procedentes de 

corteza cerebral de ratones WT y TLR4-KO. Las células se estimularon con 

etanol (50 mM) y se evaluó el inmunoproteasoma a diferentes tiempos (0 h, 

0,5 h, 1 h, 3 h, 7 h, 24 h), dado que los resultados del análisis in vivo 

revelaron que los mayores cambios de expresión se producían en sus 

subunidades. 

Las Figuras 25 y 26 muestran que el etanol produjo un incremento 

en la expresión de algunas de las principales subunidades del 

inmunoproteasoma, tanto en astrocitos como en microglía. En concreto, se 

produjo un aumento estadísticamente significativo (p<0,05) de β1i y β5i a 7 

h y 24 h, y de PSME1 a 24 h, en astrocitos WT (Fig. 25). No se observaron 

diferencias significativas en los niveles de expresión de estas proteínas en 

cultivos de astrocitos TLR4-KO. 

En cultivos WT de microglía, el etanol incrementó los niveles de β1i 

a 24 h (p<0,05), β2i a 1 h (p<0,05) y a 3 h (p<0,01), β5i a 3 h y 7 h (p<0,01), y 

PSME1 a 24 h (p<0,05) (Fig. 26). Por el contrario, no se observaron 

variaciones significativas en los niveles de expresión de las distintas 

proteínas en cultivos procedentes de corteza cerebral de ratones TLR4-KO 

(Fig. 26). 
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Figura 25. El etanol altera la expresión de las subunidades del inmunoproteasoma en 
cultivos de astrocitos WT y TLR4-KO. El etanol (50 mM) incrementa los niveles de expresión 
β1i, β5i y PSME1 a diferentes tiempos en astrocitos WT, pero no produce cambios en 
cultivos TRL4-KO. Los datos se expresan como media ± SEM, n = 4-6 cultivos/fenotipo. Se 
asumió significación estadística para p < 0,05 (*) y p < 0,01 (**) mediante test ANOVA (post-
hoc, test Dunnett). Las membranas fueron reutilizadas para evaluar la expresión de GAPDH 
como control de carga. Se muestra un blot representativo de cada proteína. 
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Figura 26. Efecto del etanol sobre la expresión de los componentes del inmunoproteasoma 
en cultivos de microglía WT y TLR4-KO. El etanol (50 mM) produce una sobreexpresión de 
las subunidades β1i, β2i, β5i y PSME1 en cultivos WT de microglía a diferentes tiempos, 
mientras que los niveles de expresión en cultivos TLR4-KO se mantienen constantes. Los 
datos se expresan como media ± SEM, n = 4-6 cultivos/fenotipo. Se asumió significación 
estadística para p < 0,05 (*) y p < 0,01 (**) mediante test ANOVA (post-hoc, test Dunnett). Se 
evaluó GAPDH como control de carga. Se muestra un blot representativo de cada proteína. 
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4.2.3 La administración in vitro de etanol estimula la 

autofagia en células gliales 

Para evaluar el efecto de una dosis aguda de etanol en la vía de la 

autofagia en células gliales, los astrocitos y la microglía se estimularon 

igualmente con etanol (50 mM) a diferentes tiempos (0 h, 0,5 h, 1 h, 3 h, 7 

h, 24 h). En los experimentos anteriores, el SBF se eliminó del medio de 

cultivo 24 h antes de la estimulación con etanol para evitar la activación de 

rutas metabólicas (sobre todo las relacionadas con la inflamación) y 

mantener los cultivos en condiciones basales. Sin embargo, se observó que 

la deprivación de suero producía un fuerte incremento de los niveles de 

proteínas autofágicas (datos no mostrados), de forma que se enmascaraban 

los posibles efectos del etanol sobre la autofagia, observándose además 

una disminución en la expresión de proteínas relacionadas con esta vía 

especialmente evidentes a tiempos de incubación prolongados (Fig. 27). 

Estos resultados confirman otros estudios que demuestran que la 

deprivación de suero en cultivo in vitro de astrocitos causa un aumento en 

los niveles de autofagia (Janen et al., 2010), y que si se le añade etanol al 

medio tras la estimulación autofágica, se produce una disminución de los 

niveles de las proteínas autofágicas ATG (von Haefen et al., 2011). Por ello, 

y tras probar varias concentraciones de SBF en busca de los mejores 

resultados, se decidió reducir la concentración de suero en los cultivos a un 

2% en lugar de eliminarlo totalmente antes de la estimulación con etanol. 
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Figura 27. La incubación de astrocitos y microglía con etanol disminuye la expresión de las 
proteínas autofágicas inducidas por la deprivación de suero en cultivos WT de astrocitos y 
microglía. Las membranas fueron reutilizadas para evaluar la expresión de GAPDH como 
control de carga. Se muestra un blot representativo de cada proteína, n = 3 cultivos/tipo 
celular. 

 

Una vez conseguidas las condiciones experimentales apropiadas 

para el estudio de la autofagia in vitro, se evaluó la expresión de las mismas 

proteínas autofágicas analizadas in vivo a diferentes tiempos tras la 

estimulación con etanol. Como se puede apreciar en la Figura 28, la 

administración de etanol en astrocitos produjo un aumento 

estadísticamente significativo de la expresión de ATG12 a todos los tiempos 

estudiados (p<0,05 – p<0,001) y de LC3-II únicamente a 24 h. Sin embargo, 

no se produjeron cambios significativos en cultivos TLR4-KO. 

Por otra parte, en cultivos WT de microglía también aumentó la 

expresión de ATG12 a 3 h, 7 h y 24 h (p<0,01 – p<0,001) y de LC3-II a 24 h, 

así como los niveles de catepsina B a todos los tiempos estudiados (p<0,05 

– p<0,001). De nuevo, no se observaron cambios estadísticamente 

significativos en la expresión de las mismas proteínas en cultivos TLR4-KO 

(Fig. 29). 
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Figura 28. Efecto del etanol sobre la expresión de diferentes proteínas autofágicas en 
cultivos de astrocitos WT y TLR4-KO. La incubación de astrocitos con etanol (50 mM) induce 
la sobreexpresión de LC3-II a 24 h y de ATG12 a todos los tiempos estudiados, pero no 
produce cambios en cultivos TRL4-KO. Los datos se expresan como media ± SEM, n = 4-6 
cultivos/fenotipo. Se asumió significación estadística para p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) y  
p < 0,001 mediante test ANOVA (post-hoc, test Dunnett). Las membranas fueron reutilizadas 
para evaluar la expresión de GAPDH como control de carga. Se muestra un blot 
representativo de cada proteína. 
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Figura 29. Efecto del etanol sobre la expresión de diferentes proteínas autofágicas en 
cultivos de microglía WT y TLR4-KO. El etanol (50 mM) induce la sobreexpresión de LC3-II a 
24 h, y de ATG12 y catepsina B a partir de las 3 h, pero no produce alteraciones en cultivos 
TRL4-KO. Los datos se expresan como media ± SEM, n = 4-6 cultivos/fenotipo. Se asumió 
significación estadística para p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) y p < 0,001 mediante test ANOVA 
(post-hoc, test Dunnett). Las membranas fueron reutilizadas para evaluar la expresión de 
GAPDH como control de carga. Se muestra un blot representativo de cada proteína. 
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A pesar de que cada molécula tiene su propio patrón de expresión 

tras la administración de etanol, tanto en astrocitos como en microglía se 

observa una tendencia en los cultivos WT hacia un aumento de los niveles 

de la mayoría de moléculas autofágicas, sobre todo a partir de las 3 h tras la 

administración de etanol. Para tratar de explicar las variaciones observadas, 

se evaluó si la sobreexpresión de estas proteínas se correlacionaba con 

variaciones en los niveles de fosforilación de mTOR (Fig. 30). 

 

 

Figura 30. El tratamiento agudo de cultivos de astrocitos WT con etanol disminuye los 
niveles de fosforilación de mTOR. Se observa una disminución significativa de la 
fosforilación de mTOR a partir de las 3 h de exposición al etanol en cultivos de astrocitos WT, 
pero no en cultivos KO. Los datos se expresan como media ± SEM, n = 4 cultivos/fenotipo. Se 
asumió significación estadística para p < 0,05 (*) mediante test ANOVA (post-hoc, test 
Dunnett). Las membranas fueron reutilizadas para evaluar la expresión de mTOR como 
control de carga. Se muestra un blot representativo de cada proteína. 

 

En efecto, se observó una disminución significativa a partir de las 3 

h (p<0,05) en la cantidad de mTOR fosforilada en cultivos de astrocitos WT, 

pero no en cultivos KO (Fig. 30). Puesto que la fosforilación de mTOR inhibe 

la formación del complejo de inducción de la autofagia, la disminución 

observada en los niveles de fosforilación de mTOR podría ser responsable, 

al menos en parte, del aumento de expresión de algunas de las moléculas 

implicadas en el proceso autofágico. 
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4.2.4 El número de vacuolas autofágicas aumenta en 

astrocitos en cultivo tras la incubación con etanol 

Para evaluar si los cambios observados anteriormente reflejaban 

alteraciones en la composición celular de estructuras relacionadas con la 

autofagia, se realizaron estudios de microscopía electrónica (Fig. 31). 

 

 

Figura 31. La incubación de astrocitos con etanol produce un aumento del número de 
vacuolas autofágicas en cultivos WT, pero no afecta a las células TLR4-KO. El etanol (50 
mM) se añadió al medio de astrocitos WT y TLR4-KO. Tras 24 h de incubación se fijaron las 
células y se evaluó el número de vacuolas autofágicas por microscopía electrónica. Los datos 
se expresan como media ± SEM, n = 3 cultivos/grupo. Se asumió significación estadística 
para p < 0,05 (*) mediante test t de Student. Barra de escala: 2 µm. 
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Los cultivos de astrocitos WT y TLR4-KO fueron tratados o no con 

etanol (50 mM) durante 24 h, y se evaluaron los posibles cambios 

producidos en las vacuolas autofágicas. La Figura 31 muestra que el etanol 

produjo un aumento del número de vacuolas en astrocitos WT. Por el 

contrario, estas alteraciones no se apreciaron en cultivos de TLR4-KO. 

 

4.2.5 El etanol produce un aumento de la masa y el pH 

lisosomales en células gliales 

Otro de los principales componentes celulares implicados en la 

autofagia es el lisosoma, orgánulo que se une con el autofagosoma para 

digerir su contenido mediante la acción de sus encimas hidrolasas, como la 

catepsina B (Gondi and Rao, 2013). Puesto que habíamos observado que el 

etanol aumentaba los niveles de catepsina B en cultivos WT de células 

gliales, quisimos evaluar si este incremento se asociaba con alteraciones en 

la cantidad y/o funcionalidad de los lisosomas. Para ello, se analizaron la 

masa total de lisosomas y el pH de los mismos en cultivos de astrocitos. 

Para el estudio de la masa lisosomal, se utilizó Lysotracker Red 

DND-99 (50 nM, Molecular Probes-Life Technologies) en cultivos de 

astrocitos control y tratados con etanol durante 3 h o 24 h y se midió la 

intensidad de fluorescencia por citometría. Como se aprecia en la Figura 32, 

el etanol produjo un aumento de la cantidad total de lisosomas a 3 h 

(p<0,05) en cultivos WT. Además, estos datos fueron confirmados mediante 

imágenes de microscopía confocal, donde se observa claramente un 

aumento de la masa lisosomal en astrocitos incubados con etanol. No se 

produjeron variaciones significativas en cultivos TLR4-KO. 
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Figura 32. Efecto del etanol sobre la masa lisosomal en cultivos de astrocitos. Se 
estimularon astrocitos WT y TLR4-KO con etanol (50 mM) durante 3 h o 24 h en presencia de 
Lysotracker Red, que se une a los lisosomas. Se analizó la fluorescencia emitida mediante 
citometría de flujo (A) y los datos obtenidos se corroboraron por microscopía confocal (B). 
Los datos se expresan como media ± SEM, n = 8-12 cultivos/grupo. Se asumió significación 
estadística para p < 0,05 (*) mediante análisis ANOVA (post-hoc, test Dunnett). Barra de 
escala: 25 µm. 
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Para tratar de corroborar los datos obtenidos mediante citometría y 

western blot, analizamos los niveles de expresión de catepsina B, una de las 

principales hidrolasas lisosomales, mediante estudios de 

inmunofluorescencia y microscopía confocal. La Figura 33 muestra que el 

etanol aumentó los niveles de expresión de esta proteína en astrocitos WT 

tanto a 3 h como a 24 h. Sin embargo, la expresión de catepsina B tras la 

adición de etanol en cultivos de astrocitos TLR4-KO se mantuvo constante. 
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Figura 33. El etanol aumenta los niveles de expresión de catepsina B en cultivos de 
astrocitos WT. Las imágenes muestran la expresión de catepsina B (verde), GFAP (rojo) y los 
núcleos (azul) en cultivos de astrocitos WT (A) y TLR4-KO (B) tras el tratamiento con etanol 
(50 mM) a 3 h o 24 h. Barra de escala: 25 µm. 

 

Mediante la adición de FITC-dextrano (1 mg/ml, Sigma-Aldrich) al 

medio, se evaluó mediante citometría de flujo el pH de los lisosomas. La 

Figura 34 muestra que el etanol incrementó ligeramente el pH de estos 

orgánulos a 3 h (0,3 unidades; p<0,05) y a 24 h (0,4 unidades; p<0,01) en 

astrocitos WT, pero no produjo cambios en cultivos TLR4-KO. 
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Figura 34. Efecto del etanol sobre el pH de los lisosomas en cultivos de astrocitos WT y 
TLR4-KO. Los astrocitos se incubaron con etanol (50 mM) en presencia de FITC-dextrano y se 
midió el pH de los lisosomas mediante citometría de flujo. Los resultados obtenidos indican 
que el etanol aumenta significativamente el pH de los lisosomas de astrocitos WT tras 3 h y 
24 h de incubación. Los datos se expresan como media ± SEM, n = 8-12 cultivos/grupo. Se 
asumió significación estadística para p < 0,05 (*) y p < 0,01 (**) mediante análisis ANOVA 
(post-hoc, test Dunnett). 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5 Discusión 
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Estudios recientes señalan la importancia de los procesos 

proteolíticos tanto en la respuesta inmune innata como en la patología de 

numerosos trastornos inflamatorios y degenerativos (Cheung and Ip, 2011; 

Dasuri et al., 2013; Ying et al., 2013). Resultados previos de nuestro 

laboratorio demuestran que el etanol, mediante la activación de los 

receptores del sistema inmune innato TLR4 en las células gliales, 

incrementa la producción de citoquinas y mediadores inflamatorios, y causa 

neuroinflamación y daño cerebral (Alfonso-Loeches et al., 2010; Blanco and 

Guerri, 2007; Blanco et al., 2005; Fernandez-Lizarbe et al., 2009). Sin 

embargo, todavía se desconoce si la activación neuroinmune inducida por 

el etanol altera los procesos proteolíticos neurales que también pueden 

contribuir al daño cerebral. El presente trabajo demuestra por primera vez 

que el consumo crónico de etanol altera el sistema ubicuitina-proteasoma y 

la vía de la autofagia, y causa una acumulación de proteínas ubicuitinadas 

en corteza cerebral, eventos que podrían participar en el daño cerebral y la 

neurodegeneración inducidos por el etanol. Nuestro trabajo también 

muestra la importancia de la activación de los receptores TLR4 en los 

procesos proteolíticos en cerebro, ya que la eliminación de TLR4 suprime 

las disfunciones de ambas vías proteolíticas causada por el etanol, así como 

la acumulación de proteínas ubicuitinadas, lo que sugiere que el receptor 

TLR4 tiene un papel esencial en estos procesos patológicos. 
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5.1 Acumulación de proteínas ubicuitinadas y 

neurodegeneración 

La acumulación y agregación de proteínas es una característica 

común entre muchas patologías neurodegenerativas, como la enfermedad 

de Alzheimer, la enfermedad de Huntington, la ataxia espinocerebelar, la 

enfermedad de Parkinson, la esclerosis lateral amiotrófica y las 

enfermedades por priones (Yamamoto and Simonsen, 2011). Muchas de 

estas enfermedades neurodegenerativas están causadas por mutaciones 

que resultan en la producción de proteínas defectuosas o mal plegadas 

específicas para cada patología. Por este motivo, la degradación mediada 

por ubicuitina de estas proteínas por el proteasoma constituye una parte 

crítica de la maquinaria de control de calidad citoprotectora, ya que 

defectos en este sistema pueden llevar a una acumulación de proteínas 

aberrantes. De hecho, en estadios tardíos de ciertas patologías 

neurodegenerativas, las proteínas mutantes tienden a formar agregados 

ubicuitinados al exceder su producción continua la capacidad del SUP, que a 

su vez puede estar alterado de forma previa (Le, 2014). 

El presente trabajo demuestra que el consumo crónico de etanol es 

capaz de provocar una acumulación de proteínas ubicuitinadas en corteza 

cerebral de ratones WT (Fig. 9), efectos que podrían estar asociados con 

alteraciones en el SUP y en su versión inducible, el inmunoproteasoma, así 

como con una disfunción del proceso autofágico (Fig. 35). De acuerdo con 

nuestros resultados y los hallazgos anteriores de nuestro laboratorio, 

estudios de microarrays en corteza frontal de personas alcohólicas revelan 

alteraciones en la expresión de genes relacionados no sólo con el SUP y los 

lisosomas, sino también con procesos apoptóticos, de mielinización, estrés 
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y respuesta inmune (Liu et al., 2006; Sokolov et al., 2003). Por el contrario, 

cabe destacar que la administración aguda de etanol en cultivos de 

astrocitos no genera una mayor acumulación de agregados proteicos (Fig. 

24). Esto puede ser debido a que dichos agregados o bien no llegan a 

producirse, o a que si se generan, son eliminados de forma eficiente. 

La relevancia patogénica de los agregados en la neurodegeneración 

es un tema controvertido, ya que se desconoce si este evento es favorable 

o desfavorable en el proceso patogénico de la neurodegeneración. Esto es 

debido, en parte, a que es difícil establecer una relación clara entre los 

defectos en estas patologías y el sistema ubicuitina-proteasoma. Muchas de 

estas enfermedades, como por ejemplo el Alzheimer y el Parkinson, no son 

entidades clínicas definidas, sino más bien síndromes con diferentes 

etiologías y con una característica común, como es el deterioro cognitivo. 

En este sentido, algunos estudios apuntan a que los agregados proteicos 

solubles pueden inhibir el SUP (Bence et al., 2001). Sin embargo, un 

concepto cada vez más aceptado en este campo es que el secuestro de los 

agregados proteicos del citosol y núcleo, y su concentración en cuerpos de 

inclusión, separa estos agregados de sistemas celulares como el aparato 

transcripcional, y que por lo tanto podrían ejercer una función protectora 

(Pastore and Temussi, 2012; Rubinsztein, 2006). 
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Figura 35. El consumo crónico de etanol puede provocar una acumulación de proteínas y la 
aparición de neurodegeneración a través de la afectación de los sistemas proteolíticos. Las 
proteínas sufren un recambio proteico rutinario mediante los sistemas de degradación de 
proteínas, el SUP y la autofagia. Estímulos tóxicos como el etanol producen alteraciones en 
las proteínas que pueden dar lugar a su acumulación. En condiciones normales, estas 
proteínas son reparadas (chaperonas) o eliminadas (SUP y autofagia). Sin embargo, ante 
disfunciones en los sistemas proteolíticos, la acumulación de proteínas dañadas puede 
ocasionar la aparición de neurodegeneración. SUP, sistema ubicuitina-proteasoma. 
(Adaptada de Levine and Kroemer, 2008). 

 



Discusión 

119 
 

La generación de estos agregados depende en gran medida de la 

patología estudiada. En el caso de la neurodegeneración inducida por el 

consumo de etanol, la mayoría de estudios se han realizado en el hígado, 

como se ha comentado en la introducción. En este órgano, se ha propuesto 

que las enzimas implicadas en el metabolismo del alcohol, como la alcohol 

deshidrogenasa (ADH) o el citocromo P450 2E1 (CYP2E1), podrían interferir 

con los mecanismos de degradación de proteínas, causando alteraciones 

tanto en el sistema ubicuitina-proteasoma (Osna and Donohue, Jr., 2007), 

como en la vía de la autofagia (Osna et al., 2011; Thomes et al., 2013). Por 

lo tanto, el ambiente oxidativo generado por CYP2E1 junto con la disfunción 

de los sistemas proteolíticos serían en este caso los responsables de la 

toxicidad inducida por el consumo de alcohol. En otros órganos, estudios 

recientes indican la participación de la enzima aldehído deshidrogenasa 2 

(ALDH2) en la inducción de la autofagia mediada por AMPK en corazón (Ge 

et al., 2011), o la implicación de la enzima catalasa en la generación de 

daño oxidativo en cerebro (Ledesma et al., 2013; Wang et al., 2013). En 

cualquier caso, una de las características comunes en todos los órganos y 

modelos estudiados es la afectación de los mecanismos proteolíticos y su 

relación con la generación de un ambiente oxidativo tóxico para la célula, 

que se produce como consecuencia del metabolismo del etanol. De hecho, 

resultados de nuestro laboratorio demuestran que el consumo crónico de 

alcohol induce el CYP2E1, y causa aumento de ROS (Fig. 21) y peroxidación 

lipídica en cerebro de animales (Montoliu et al., 1994) y en astrocitos 

expuestos al etanol (Montoliu et al., 1995). 

En resumen, aunque los datos hasta el momento no clarifican si la 

acumulación de agregados proteicos es o no beneficiosa para la célula, es 
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posible sugerir que aunque inicialmente y en una fase temprana pueda ser 

favorable para la célula, su acumulación durante el transcurso de la 

enfermedad puede, por otra parte, causar disfunciones o bloquear la vía del 

SUP y otras vías de degradación de proteínas como la autofagia, y participar 

en la neurotoxicidad y neurodegeneración. 

 

5.2 Importancia del proteasoma constitutivo e 

inducible en la neuroinflamación y neuro-

degeneración 

Como se ha comentado en la introducción, en presencia de un 

ambiente proinflamatorio, el proteasoma constitutivo 20S es reemplazado 

por el inmunoproteasoma, principalmente a través de la expresión de las 

citoquinas IFN-γ y TNF-α (Basler et al., 2012). De hecho, la inducción del 

inmunoproteasoma ocurre en diferentes enfermedades 

neurodegenerativas asociadas con procesos neuroinflamatorios (Diaz-

Hernandez et al., 2003; Orre et al., 2013), y también en patologías que 

cursan con daño cerebral (Yao et al., 2008). Nuestros resultados en cultivos 

de astrocitos y microglía indican que el tratamiento agudo o de una dosis 

de etanol induce un aumento significativo en la expresión de las 

subunidades inducibles del inmunoproteasoma β1i, β2i y β5i, así como de la 

partícula reguladora PA28α (Figs. 25 y 26). Además, estos cambios no sólo 

se producen tras un tratamiento agudo in vitro, sino que el consumo 

crónico de etanol también incrementa los niveles de β2i, β5i y PA28α en la 

corteza de cerebral de ratones WT, y reduce algunas de las subunidades del 
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proteasoma constitutivo 20S (β5 y α2), a través de la sobreexpresión de 

IFN-γ (Fig. 11). 

El cambio de composición a favor del inmunoproteasoma se 

correlaciona con un incremento en las actividades tipo quimotripsina y 

tripsina, como se demuestra en este trabajo (Fig. 12), coincidiendo con 

otros estudios (Gaczynska et al., 1993; Gaczynska et al., 1994). No obstante, 

a pesar de este incremento en las actividades proteasomales, el etanol 

causa también una gran acumulación de agregados ubicuitinados. La 

acumulación de estos agregados podría ser atribuible bien a un exceso de 

proteínas ubicuitinadas, que sobrepasan la capacidad degradativa del 

proteasoma, o a la incapacidad de estas formaciones para entrar en la 

cavidad del proteasoma, tal y como han sugerido algunos autores (Canu et 

al., 2000). Hay que resaltar que el inmunoproteasoma es una estructura 

especializada en el procesamiento de péptidos pequeños para la 

presentación de antígenos a través del complejo mayor de 

histocompatibilidad CMH-I. Sin embargo, el cambio de su actividad no 

afecta a su capacidad para degradar totalmente proteínas ubicuitinadas 

(Gaczynska et al., 1993). Por lo tanto, la inducción del inmunoproteasoma 

en detrimento del proteasoma constitutivo puede explicarse por la 

necesidad de una mayor presentación antigénica (Gavilan et al., 2009; 

Seifert et al., 2010) para generar una respuesta inmune eficiente en 

situaciones de estrés, tales como la generación de toxicidad producida por 

el etanol. De hecho, la activación de la actividad tipo quimotripsina, 

asociada a la subunidad β5i, se ha relacionado recientemente con la 

generación y el mantenimiento de un ambiente inflamatorio (Basler et al., 

2010; Muchamuel et al., 2009; Qureshi et al., 2012). El uso de inhibidores 
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de esta actividad, como el bortezomib, se ha descrito en muchas terapias 

anticancerígenas (Jones et al., 2010; Kapoor et al., 2012), trastornos 

neurodegenerativos (Shah and Di, 2007) y otras patologías inflamatorias 

crónicas (Chen et al., 2012a). Estos hallazgos concuerdan con los resultados 

obtenidos en este trabajo, ya que la administración de bortezomib previene 

la sobreexpresión de citoquinas y otros mediadores inflamatorios inducidos 

por el consumo crónico de alcohol en corteza cerebral de ratones WT, lo 

que corrobora el papel del etanol en la disfunción del SUP (Fig. 23). 

Estudios previos de nuestro laboratorio demuestran la participación 

de los receptores TLR4 y su respuesta en la liberación de citoquinas (IL-1β, 

TNF-α, IL-6) y mediadores inflamatorios inducida por el etanol, así como en 

la aparición de daño cerebral (Alfonso-Loeches et al., 2010; Blanco et al., 

2005; Fernandez-Lizarbe et al., 2009). Los resultados del presente estudio 

también apoyan el papel del TLR4 y de la activación del sistema 

neuroinmunitario en las alteraciones proteolíticas inducidas por el etanol, 

ya que la deficiencia en estos receptores en los ratones TLR4-KO reduce 

significativamente las alteraciones del sistema ubicuitina-proteasoma 

inducidas por el etanol. De acuerdo con nuestros resultados, diferentes 

trabajos indican que la activación de los receptores TLR4 promueve la 

sobreexpresión de las subunidades del inmunoproteasoma e incrementa su 

actividad tanto in vitro, en células microgliales estimuladas con LPS (Orre et 

al., 2013), como in vivo, en ratas inyectadas con LPS (Pintado et al., 2012). 

Estos hallazgos, junto con nuestros resultados, sugieren que la eliminación 

de TLR4 podría reducir el ambiente inflamatorio producido por el etanol, lo 

que podría favorecer la reducción o incluso evitar la activación del 

inmunoproteasoma. De acuerdo con esta hipótesis, en el presente trabajo 
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se demuestra por primera vez que el etanol no produce alteraciones ni en 

el proteasoma ni en el inmunoproteasoma cuando se elimina la respuesta 

de TLR4 en ratones TLR4-KO (Figs. 10-11 y 25-26). La ausencia de los efectos 

del etanol en ratones TLR4-KO podría estar asociada con la falta de un 

ambiente celular inflamatorio en el cerebro. Además, la eliminación de 

TLR4 previene la acumulación de proteínas ubicuitinadas inducida por el 

abuso crónico de alcohol en corteza cerebral. 

Teniendo en cuenta todo lo expuesto, los resultados indican que las 

alteraciones causadas por el etanol en el sistema ubicuitina-proteasoma se 

podrían englobar dentro de una respuesta neuroinflamatoria general, 

destinada a la generación de una correcta respuesta inmune innata. En 

concreto, el papel del inmunoproteasoma sería el de generar antígenos de 

las especies tóxicas presentes en el medio. Esta respuesta inmune sería 

efectiva ante estímulos tóxicos puntuales como la administración de etanol, 

atenuándose la misma tras la eliminación de las células o componentes 

celulares que hayan resultado dañados. Por ejemplo, en un estudio reciente 

realizado en ratas, se demuestra que la viabilidad neuronal se mantiene 

ante estímulos puntuales con el ligando de TLR4, LPS (Pintado et al., 2012). 

Sin embargo, durante la respuesta inflamatoria las neuronas se vuelven 

más vulnerables a la inhibición del proteasoma. De hecho, la inhibición 

selectiva de la actividad proteasomal con lactacistina en un ambiente 

inflamatorio favorece la expresión de moléculas proapoptóticas y la 

degeneración neuronal, además de producir la formación de agregados 

proteicos (Pintado et al., 2012). Estos agregados también se observan tras 

el tratamiento con IFN-γ en células carentes de inmunoproteasoma (Witt et 

al., 2000), lo que sugiere que este complejo tiene un papel esencial tanto 
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en la inflamación mediada por citoquinas como en la eliminación de 

proteínas dañadas y agregados proteicos. Por el contrario, en el caso de un 

consumo crónico de etanol se produce una respuesta inmune continuada 

que se traduce en una neuroinflamación crónica. Este ambiente 

inflamatorio se caracteriza, además de por una mayor expresión del 

inmunoproteasoma (debido a la sobreexpresión de factores inductores del 

mismo como IFN-γ o TNF-α), por la acumulación de proteínas ubicuitinadas, 

que forman agregados que exceden la capacidad degradativa del 

proteasoma. Estos dos eventos también se han descrito en una gran 

variedad de enfermedades neurodegenerativas que cursan con inflamación 

crónica (Mishto et al., 2010; Mishto et al., 2011). Ello plantea la cuestión de 

si el inmunoproteasoma tiene una función protectora, como un intento de 

las células neurales por lidiar con la progresiva acumulación de proteínas 

dañadas, o si por el contrario tiene un efecto perjudicial. En este sentido, 

existen evidencias para ambas posibilidades: la sobreexpresión del 

inmunoproteasoma tendría un papel protector en el contexto de la 

neuroinflamación aguda, pero podría también ser perjudicial cuando la 

neuroinflamación se vuelve crónica, como ocurre en la mayoría de 

patologías neurodegenerativas. 

 

5.3 Papel de la autofagia en la neurodegeneración 

La autofagia constituye la segunda gran vía proteolítica, y su 

principal función es la de mantener la homeostasis celular reciclando 

principalmente orgánulos dañados y proteínas de larga vida media. A pesar 

de que siempre se ha considerado como un mecanismo de degradación 
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inespecífico e independiente, evidencias recientes indican que existe un 

tipo de autofagia selectiva, cuyo papel es esencial en la degradación de 

agregados proteicos ubicuitinados que sobrepasan la capacidad degradativa 

del SUP (Cecarini et al., 2012; Lilienbaum, 2013). Una proteína clave en este 

proceso es p62/SQSTM1, ya que dirige dichos agregados hacia la 

maquinaria autofágica, mediante interacción directa con LC3 (Pankiv et al., 

2007). Nuestros resultados demuestran que el tratamiento crónico con 

etanol causa una disminución significativa de p62, así como de su 

colocalización con LC3, y de las proteínas autofágicas ATG5, ATG12 y de la 

propia LC3 (Figs. 13 y 14). Ello sugiere que la acumulación de proteínas 

ubicuitinadas también podría estar relacionada con una deficiencia en la 

maquinaria autofágica. Los resultados obtenidos por microscopía 

electrónica apoyan la participación del etanol en la alteración del proceso 

autofágico, ya que este induce un incremento de volumen en las vacuolas 

autofágicas (Fig. 16). Basándonos en estos datos, se podría postular que la 

acumulación de vacuolas autofágicas de mayor tamaño podría agravar el 

proceso neuropatológico. Además, debido a la menor expresión de las 

proteínas ATG como LC3, componente de las membranas autofagosómicas, 

estas vacuolas podrían ser defectivas, lo que dificultaría su correcta 

eliminación y la generación de nuevas vacuolas funcionales. No obstante, 

serían necesarios más estudios para determinar el papel que tienen estas 

vacuolas engrosadas, y si realmente son capaces de fusionarse con los 

lisosomas y cumplir su función. A este respecto, el descenso en los niveles 

de la hidrolasa lisosomal catepsina B obstaculizaría la correcta degradación 

del material engullido una vez producida la fusión con los lisosomas. De 

acuerdo con esto, se ha observado que la presencia de agregados proteicos 

inhibe la degradación lisosomal en neuronas y vuelve a los lisosomas más 
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vulnerables ante el estrés oxidativo (Terman and Brunk, 2004a; Terman and 

Brunk, 2004b). Además, en enfermedades neurodegenerativas como el 

Alzheimer se produce una acumulación de vesículas autofágicas que parece 

estar ocasionada por defectos en su eliminación y reciclaje, más que por 

defectos en su inducción (Boland et al., 2008). 

Nuestros resultados sugieren que el consumo crónico de alcohol 

reduciría o impediría el flujo autofágico a través de una disminución de las 

principales moléculas implicadas en esta vía, evento que contribuiría a la 

neurodegeneración (Ravikumar et al., 2010). Coincidiendo con nuestros 

resultados, numerosas enfermedades neurodegenerativas cursan con una 

actividad autofágica impedida (Niedzwiedzka-Rystwej et al., 2013; Nixon, 

2013). Por ejemplo, se ha demostrado que neuronas deficientes en ATG5 

presentan una neurodegeneración progresiva asociada a la formación de 

agregados ubicuitinados y cuerpos de inclusión (Hara et al., 2006). Además, 

también se ha demostrado que algunas de las proteínas aberrantes 

implicadas en estas patologías pueden modular la autofagia (Knecht et al., 

2012). En general, se asume que la autofagia tiene una función protectora y 

en muchas de estas patologías la activación de esta vía tiene un efecto 

beneficioso en la eliminación de agregados proteicos (Deretic and Klionsky, 

2008). Una diana esencial en la regulación vía de la autofagia es mTOR, un 

complejo proteico con actividad quinasa que regula negativamente la 

autofagia (Zhang et al., 2013). La modulación farmacológica de mTOR con 

inhibidores tales como la rapamicina promueve la degradación autofágica 

de proteínas con tendencia a agregar in vitro, y disminuye la severidad de la 

neurodegeneración y neuroinflamación en diferentes modelos in vivo 

(Sarkar and Rubinsztein, 2008; Wang and Mandelkow, 2012). De acuerdo 
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con estos resultados, el presente trabajo demuestra que la administración 

de rapamicina reduce parcialmente la neuroinflamación en ratones WT 

tratados con etanol (Fig. 23). Además, puesto que mTOR es activado por las 

cascadas de señalización PI3K-I/Akt y MAPK/Erk1/2 (Laplante and Sabatini, 

2012a; Laplante and Sabatini, 2012b) y dado que TLR4 activa estas dos vías 

de señalización, es posible que TLR4 esté modulando de forma indirecta la 

autofagia. En este sentido, nuestros resultados indican que en ausencia de 

la respuesta del receptor TLR4, el consumo crónico de etanol no induce 

cambios en los niveles de fosforilación de mTOR (Fig. 15), ni en la expresión 

de las principales proteínas autofágicas (ATG5, ATG12, LC3), p62/SQSTM1 o 

la hidrolasa lisosomal catepsina B en corteza cerebral de ratones TLR4-KO 

(Fig. 13). 

Un dato que resulta algo contradictorio en el marco de una 

disminución de los niveles de autofagia es la baja expresión de 

p62/SQSTM1. Esta proteína se une a LC3 y es degradada selectivamente por 

autofagia, de manera que bajo circunstancias normales sirve como un 

indicador negativo de la actividad autofágica (Bjorkoy et al., 2005; Pankiv et 

al., 2007). Por lo tanto, cabría esperar un aumento en su expresión antes 

que la disminución observada. Sin embargo, estudios más recientes indican 

que el daño oxidativo que ocurre en procesos neuroinflamatorios podría 

afectar al promotor de p62/SQSTM1, causando una disminución en los 

niveles de proteína de p62/SQSTM1, tal y como se observa en muchas 

enfermedades neurodegenerativas como las enfermedades de Alzheimer, 

Parkinson o Huntington (Du et al., 2009). En este sentido, se ha propuesto 

que tratamientos farmacológicos que incrementen la expresión de esta 

proteína podrían ser beneficiosos para retrasar la aparición de 
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neurodegeneración. La razón de este beneficio residiría en que la 

sobreexpresión de p62 incrementaría el tráfico de los complejos 

poliubicuitinados hacia la maquinaria proteolítica, gracias al dominio de 

unión a ubicuitina de p62/SQSTM1. De todas formas, hay que tener 

precaución en la interpretación de los datos obtenidos con marcadores 

autofágicos como p62/SQSTM1 o LC3-II (Klionsky et al., 2012; Mizushima et 

al., 2010). De hecho, la autofagia es un proceso dinámico y muchas veces la 

medida de estas proteínas en un momento determinado puede ser 

engañosa y no reflejar la realidad. Así, la medida de los niveles de estas 

proteínas puede dar una idea de los niveles de actividad autofágica, pero 

para medir el flujo habría que usar inhibidores lisosomales. Además, en el 

caso de LC3, en que se suele medir la conversión de LC3-I a LC3-II, la 

detección del LC3-II mediante western blot tiende a ser más sensible que la 

del LC3-I (como se comprobó en las inmunotransferencias realizadas). Por 

tanto, la medida de la relación o la suma de LC3-I y LC3-II no sería 

apropiada, y lo correcto sería comparar únicamente los niveles de LC3-II 

entre muestras (Mizushima and Yoshimori, 2007). 

 

5.3.1 El alcohol puede inhibir o inducir la autofagia 

Algunos estudios indican que el alcohol puede tanto inhibir como 

inducir la autofagia, dependiendo del modelo experimental, dosis y tipo de 

exposición (por ejemplo, aguda o crónica). Esto se explica porque la 

regulación de la autofagia por el etanol es compleja, y en ella intervienen 

directamente muchas rutas moleculares como mTOR, el homólogo de 

fosfatasa y tensina (PTEN), la proteína quinasa activada por AMP (AMPK), 

Beclin 1 o Bcl-2 (Cui et al., 2013), además de otros procesos que también 
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influyen indirectamente como la inflamación, apoptosis o 

neurodegeneración. Por ello, no es de extrañar que la respuesta autofágica 

ante estímulos agudos de etanol in vitro difiera de la obtenida tras un 

consumo crónico in vivo. Los resultados obtenidos por western blot, tanto 

en cultivos WT de astrocitos como de microglía, revelan una inducción de la 

autofagia (Figs. 28 y 29). En concreto, el tratamiento agudo de etanol in 

vitro produce una sobreexpresión estadísticamente significativa de algunas 

de las proteínas ATG como ATG12 o LC3/ATG8 a diferentes tiempos, 

posiblemente inducida por un descenso en los niveles de fosforilación de 

mTOR, como se demuestra en cultivos de astrocitos WT (Fig. 30). Además, 

en este caso el marcador autofágico p62/SQSTM1 sí se comporta como 

cabría esperar cuando se induce la autofagia, ya que su expresión muestra 

una tendencia hacia una menor expresión, aunque esta no llega a ser 

estadísticamente significativa, por lo que serían necesarios más 

experimentos en presencia de inhibidores lisosomales para clarificar este 

punto. En todo caso, los resultados sugieren que el flujo autofágico en el 

caso de los cultivos de células gliales in vitro es eficiente, ya que existe una 

inducción de los primeros pasos de la autofagia a través de la 

sobreexpresión de las proteínas ATG, y también de los últimos pasos de la 

misma, como muestra la degradación de p62/SQSTM1. Otros datos que 

confirman esta idea son las imágenes tomadas por microscopía electrónica, 

que muestran un aumento significativo del número de vacuolas autofágicas 

en cultivos de astrocitos WT (Fig. 31). Por lo tanto, nuestros resultados 

indican que el tratamiento agudo con etanol induce la autofagia en cultivos 

WT de astrocitos y microglía, datos que concuerdan con diversos estudios 

no sólo in vitro (Ni et al., 2013; Thomes et al., 2013), sino también in vivo en 

hígado (Ding et al., 2010), corazón (Ge and Ren, 2012; Guo et al., 2012; 
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Kandadi et al., 2013) e incluso cerebro (Chen et al., 2012b) sobre los efectos 

agudos del etanol sobre la autofagia. 

Nuestros resultados indican que la inducción de la autofagia se 

correlaciona con un incremento en los niveles de la enzima lisosomal 

catepsina B (Fig. 33). Los lisosomas, compartimentos esféricos ácidos 

rodeados de membrana simple, son orgánulos clave en el proceso 

autofágico, ya que defectos en su funcionalidad podrían bloquear los 

últimos pasos de la autofagia e impedir un flujo autofágico eficiente. 

Además, son esenciales en la respuesta celular ante compuestos tóxicos 

como las proteínas aberrantes que se forman en muchas enfermedades 

neurodegenerativas. Por ejemplo, se ha demostrado que los lisosomas son 

capaces de degradar α-sinucleína (Lee et al., 2008; Mak et al., 2010), tau 

(Wang et al., 2009b) y huntingtina (Kim et al., 2006), implicados en la 

enfermedad de Parkinson, Alzheimer y Huntington, respectivamente. 

Nuestros resultados muestran un aumento estadísticamente significativo 

de la masa lisosomal en cultivos de astrocitos WT tras tres horas de 

exposición al etanol, aumento que se ve ligeramente reducido a las 24 h, lo 

que parece indicar que los niveles lisosomales estarían volviendo a la 

normalidad (Fig. 32). Además, también se producen alteraciones del pH 

lisosomal tanto a 3 h como a 24 h tras la adición de etanol al medio (Fig. 

34). De hecho, observamos un ligero incremento del pH estadísticamente 

significativo a ambos tiempos. Estos resultados pueden parecer 

contradictorios, ya que se ha demostrado que un incremento en el pH 

lisosomal reduce la capacidad degradativa y bloquea la maduración de los 

autofagosomas (Ramachandran et al., 2009). Una posible explicación sería 

que al engullir parte del material citoplasmático (de pH neutro), se 
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produjera un aumento del pH lisosomal, como señalan otros estudios 

donde se observa un incremento del pH en condiciones de mayor 

proteólisis (Vidal-Donet et al., 2013). Por otro lado, también se podría 

sugerir en base a estos resultados que el aumento del pH fuera indicativo 

del daño lisosomal producido por el etanol, y la mayor formación de 

lisosomas y vacuolas autofágicas fuera un mecanismo compensatorio para 

mantener la capacidad de degradación. Además, el bloqueo de la 

maduración de los autofagosomas explicaría la acumulación vacuolar 

observada tras el consumo crónico de etanol. 

Cabe destacar que las alteraciones detectadas en ratones TLR4-KO, 

tanto en la expresión de las proteínas ATG, p62 y mTOR, como en la masa y 

pH lisosomales, son mucho menores, y ninguna llega a ser estadísticamente 

significativa. Por lo tanto, estos datos nos indican la participación de TLR4, 

directa o indirectamente, en los mecanismos patológicos inducidos por la 

intoxicación aguda con etanol en células gliales. Del mismo modo, los 

cambios en ratones TLR4-KO tras un consumo crónico de alcohol son 

irrelevantes si se comparan con los que se observan en animales WT, que 

en este caso se corresponden con una inhibición del proceso autofágico. En 

este sentido, llama la atención la dualidad de los efectos del etanol en las 

alteraciones de la vía de la autofagia, según se produzca un consumo agudo 

o crónico. Sin embargo, algunos estudios ya apuntaban a esta dirección 

hace un par de años, y señalaban que mientras que el consumo agudo de 

etanol aumenta el flujo autofágico positivo que protegería frente a la 

toxicidad generada, su abuso crónico podría comprometer la habilidad 

celular para producir una respuesta autofágica correcta debido a cambios 

patológicos en diferentes estructuras celulares (Ding et al., 2011a). 



Discusión 

132 
 

Nuestra hipótesis es que la inflamación causada por una activación 

en la respuesta y señalización de TLR4 está relacionada con las alteraciones 

en la degradación de proteínas que induce el consumo de alcohol. Así, los 

ratones TLR4-KO, al no generar una respuesta inflamatoria continuada y 

excesiva ante el consumo crónico de alcohol, estarían en cierto modo 

protegidos contra sus efectos tóxicos. Ante un estímulo agudo de etanol, las 

células gliales generarían una respuesta inmune efectiva para reducir los 

efectos adversos de las especies tóxicas generadas, como las especies 

reactivas del oxígeno (ROS). Precisamente las ROS son las que inducirían 

una activación de la maquinaria autofágica mediante la inhibición de mTOR 

observada en nuestros datos experimentales, así como en otros estudios 

(Ding et al., 2011a), lo que favorecería la neuroprotección. Por el contrario, 

la exposición crónica al etanol generaría un ambiente oxidativo (Montoliu 

et al., 1994) e inflamatorio continuado que resultaría perjudicial para la 

viabilidad neural. La activación de la cascada de señalización de TLR4, 

además de comprometer diferentes estructuras celulares, generaría una 

activación de diferentes vías metabólicas proinflamatorias como PI3K/Akt o 

MAPK/Erk1-2, que interferirían en la señalización de mTOR, provocando un 

aumento de su actividad y una disminución autofágica. Todo ello 

promovería la acumulación progresiva de compuestos tóxicos, 

produciéndose una retroalimentación positiva que potenciaría la respuesta 

inflamatoria de los TLRs, causando daño neural y finalmente 

neurodegeneración. 
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Figura 36. Representación esquemática de los efectos del etanol sobre las vías de 
degradación de proteínas a través de TLR4. El etanol produce un aumento de la señalización 
por TLR4, que se traduce en la expresión de citoquinas y otros mediadores inflamatorios. En 
concreto, la liberación de IFN-γ y TNF-α favorece la formación del inmunoproteasoma. 
Además, TLR4 activa la señalización de las vías Pi3k/Akt y MAPKs, que a su vez inducen la 
fosforilación de mTOR y por consiguiente la inhibición de la autofagia. Por otra parte, la 
producción de ROS genera un ambiente oxidativo que puede interferir en la proteólisis, por 
ejemplo a través de la inhibición de mTOR. Finalmente, la liberación de DAMPs (citoquinas, 
radicales libres, proteínas dañadas) provoca una retroalimentación positiva que amplifica la 
respuesta de TLR4. DAMPs, patrón molecular asociado a daño; ROS, especies reactivas del 
oxígeno. 

 

En resumen, los resultados del presente trabajo demuestran por 

primera vez el papel de TLR4 en las alteraciones producidas por el etanol en 

las vías del proteasoma y de la autofagia en corteza cerebral (Fig. 36), lo 

que lleva a una acumulación y agregación de proteínas, y la aparición de 

daño neural y neurodegeneración. Además, al bloquear este receptor se 
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reduce la neuroinflamación, y posiblemente la neurodegeneración, 

inducida por el etanol a través de la modulación del sistema ubicuitina-

proteasoma y de la vía autofágica. Finalmente, estos resultados proponen 

nuevos mecanismos que podrían ayudar a entender mejor el daño cerebral 

causado por el abuso de etanol. 

 

 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

6 Conclusiones 
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1. Los resultados obtenidos en corteza cerebral de ratones demuestran 

que el consumo crónico de etanol altera el proteasoma y el 

inmunoproteasoma: 

a. Induciendo una acumulación de proteínas ubicuitinadas. 

b. Incrementando los niveles de las subunidades del 

inmunoproteasoma β2i, β5i y PA28α, posiblemente a través de 

la sobreexpresión de IFN-γ. 

c. Reduciendo las subunidades del proteasoma constitutivo 20S 

β5 y α2. 

 

2. La inhibición de la subunidad β5i con la administración de bortezomib 

previene la producción de citoquinas y otros mediadores 

inflamatorios inducidos por el consumo crónico de alcohol en corteza 

cerebral de ratones WT, lo que corrobora el papel del etanol en la 

disfunción del sistema ubicuitina-proteasoma. 

 

3. La incubación de células gliales en cultivo primario con una dosis de 

etanol corrobora gran parte de los resultados obtenidos in vivo. 

Específicamente, se produce un incremento en la expresión de β1i, β5i 

y PA28α en astrocitos, y de β1i, β2i, β5i y PA28α en microglía. 

 

4. El consumo crónico de etanol también afecta a la vía de la autofagia 

en corteza cerebral: 

a. Incrementando el volumen de las vacuolas autofágicas.  
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b. Reduciendo la expresión de las proteínas ATG5, ATG12 y LC3-II, 

implicadas en la formación de los autofagosomas, y de la 

hidrolasa lisosomal catepsina B. 

c. Disminuyendo la expresión de la proteína p62, proteína clave 

que dirige los agregados ubicuitinados hacia la maquinaria 

autofágica, así como de su colocalización con LC3. 

 

5. La exposición in vitro de células gliales a una única dosis de etanol (50 

mM) produce un aumento de los niveles de autofagia: 

a. Induciendo la sobreexpresión de ATG12, LC3-II y catepsina B en 

células gliales en cultivo. 

b. Causando un aumento en el número de vacuolas autofágicas en 

astrocitos. 

c. Promoviendo un incremento de la masa y el pH de los 

lisosomas en astrocitos en cultivo.  

 

6. Las alteraciones observadas tanto in vitro en células gliales como in 

vivo tras el consumo crónico en corteza cerebral podrían estar 

reguladas por la actividad de mTOR. Tras una dosis aguda, la 

disminución de sus niveles de fosforilación produce un aumento de la 

autofagia. Por el contrario, el consumo prolongado o crónico induce la 

fosforilación de mTOR y causa una disminución de la autofagia. 

a. La administración del inhibidor de mTOR, rapamicina, previene 

la inducción de IL-1β e iNOS causada por el consumo de etanol 

en corteza cerebral. 

 



Conclusiones 

139 
 

7. Las alteraciones inducidas por el etanol en ambas vías proteolíticas se 

asocian con la función y señalización mediada por TLR4, ya que los 

efectos del etanol sobre dichas vías prácticamente desaparecen tanto 

en corteza cerebral como en células gliales procedentes de animales 

TLR4-KO. 

 

 

Finalmente, nuestros resultados demuestran por primera vez que el 

etanol altera el sistema ubicuitina-proteasoma y la vía de la autofagia en 

cerebro, y apoyan el papel de los receptores TLR4 en dichos procesos. 

Estos resultados proponen nuevos mecanismos que podrían ayudar a 

entender mejor el daño cerebral causado por el abuso de alcohol. 
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