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”Nobody�really�knows�
Where�they're�supposed�to�go�

Hiding�behind�a�wall�
Afraid�that�they'll�lose�it�all�

But�it's�alright�
Just�follow�the�light�

And�don't�be�afraid�of�the�dark”�
�
�

(Follow�the�Light�–�Travis�–�The�Invisible�Band,�2001)�
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Todos�aquellos�que�cojáis�este�‘rollo’�de�250�páginas�aproximadamente,�para�leerlo,�cotillearlo,�
buscar� información,�utilizarlo�como�cuña�para� la�pata�de�la�mesa,�posavasos�o�como�tope�de�
otros�libros�en�la�estantería,�debéis�saber�que�aunque�el�nombre�de�un�servidor�aparece�en�las�
primeras�páginas,�no�es�ni�mucho� menos�el�único�artífice�de� esta� tesis.�Por�eso,�ahora�es�el�
momento�que�conozcáis�todas�aquellas�personas�a�las�cuales�les�tengo�mucho�que�agradecer.�
�
Primer� volia� agrair� al� meu� director� de� tesis,� Gustavo.� Gràcies� per� donar�me� l’oportunitat� de�
realitzar� la� tesi� al� teu� laboratori,� d’anar� a� altres� laboratoris,� aprendre� diferents� tècniques,�
poder� assistir� a� cursos� i� congressos,� gaudir� aprenent� i� que� no� em� faltés� mai� res� per� poder�
desenvolupar�aquesta�tesi.�Gràcies�per�la�teva�confiança,�recolzament,�motivació,�comprensió,�
paciència�i�tractar�me�amb�tot�el�respecte,�tot�i�les�'parides'�que�he�arribat�a�dir�o�fer.�Crec�que�
durant�aquest�camí�tots�dos�ens�hem�conegut�i�hem�aprés�l'un�de�l'altre,�però�també�recordo�
que� ens� hem� rigut� molt� i� ho� hem� passat� bé.....i� com� diu� un� amic� meu......"al� final� els� petits�
detalls�son�els�que�conten".�
�
També�volia�agrair�a�en�Miquel�Porta,�per�donar�me�l’oportunitat�de�començar�en�el�món�de�la�
recerca.� Gràcies� pel� teu� rigor� i� exigència� que� han� fet� que� millori� com� investigador� i�
professional.�D'aquell�any�en�el�IMIM�guardo�molts�bons�records�i�vaig�coincidir�amb�gent�amb�
la�qual�encara�que�no�vegi�tant,�no�podré�mai�d'oblidar�la.�L’�Eli,�la�meva�magnífica�companya�
dels�COPs,�vaig�aprendre�molt�de�tu�i�m'ho�vaig�passar�molt�bé.�Los�estadísticos�'Chip�i�Chop'�
Tomás�y�Jose,�¿os�acordáis�cuando�Paco�Real�nos�pilló�mirando�Cálico�Electrónico?�y�¿cuándo�
actualizábamos� tablas?;� la�Marta,� sempre�disposada�a�dedicar�te�el� temps�que�calgués� i�una�
'curranta'� de� treure's� el� barret;� la� Dra.� Morales� con� su� diccionario� panocho,� Betty� la�
supermegageishipower,�ajaja,�el�Diego,�el�meu�meteoròleg�preferit.�Tampoc�vull�oblidar�me�de�
la�Isa,�l'Olga�i�la�Laura.�Quería�mandar�un�beso�muy�gordo�a�Londres,�a�la�Dra.�Elena�Ortiz,�por�
su�gran�gusto�musical�y�felicidad�contagiosa.�
�
La�segunda�persona�que�más�ha�influido�en�esta�tesis�ha�sido�Susana.�Quería�agradecerte�todo�
el�tiempo�y�la�paciencia�que�dedicaste�a�enseñarme,�confiar�en�mí�cuando�aparecí�para�hacer�
la�tesis�y�por�tus�consejos�y�correcciones.�Gracias�a�todo�ello,�hoy�puedo�escribir�esta�tesis.�Te�
deseo�lo�mejor.���
�
La� comissió� de� seguiment� d’aquesta� tesi� doctoral,� també� ha� contribuït� en� aquesta� tesi� amb�
aportacions�que�han�millorat� la� recerca� feta.�Per�aquest�motiu,�volia�agrair�a� la�Dra.�Dolores�
López�Tejero,�el�Dr.�Josep�García�Valero�i�el�Dr.�Xavier�Parés.���
�
También�es� importante�que�sepáis�que�esta�tesis�ha�durado�4�años�y�dos�meses,�gracias�a� la�
impagable� ayuda� de� Maite� Muñoz.� Sin� ti,� esta� tesis� duraría� cuatro� años� más,� gracias� por� tu�
trabajo�diario�y�dedicación�en�el� laboratorio.�En�el�transcurso�de�esta�tesis,� �a�nivel�personal,�
has�sido�una�persona�muy�especial�para�mi.�
�
Aquesta� tesi� podria� dedicar�la� per� exemple� al� Xavi� Bosch� pels� matins� de� Rac1,� o� a� en� Pep�
Guardiola� per� ser� un� gran� entrenador,� o� al� cuiner�bomber� de� l'Antic� Forn.....però� prefereixo�
dedicar�la� a� la� família� Crespo�March� o� a� la� família� Xifró�Collsabata,� per� tenir� en� elles� a� dos�
grans�persones,�na� 'meva�Emparito'� i�en� 'Xavito'.�Heu�sigut�dos�persones�molt� importants�en�
aquesta�tesi�i� la�vostra�companyia�a�fet�tot�molt�més�fàcil.�Una�de�les�millors�coses�que�m'ha�
donat�aquesta�tesi�és�la�vostra�amistat,�ara�que�la�tinc,�no�la�vull�deixar�escapar.�
�
Cuando�entré�en�el�laboratorio,�se�sobreentiende�que�era�un�‘pipiolo’,�hubo�una�serie�de�gente�
que� ya� no� están,� que� me� recibieron� con� los� brazos� abiertos� y� con� los� que� pude� compartir�
muchos�momentos�dentro�y�fuera�del�laboratorio.�Los�delincuentes�en�cuestión�eran:��Yovan,�
tenerte�en�el� laboratorio�era�un�‘lujo�asiático’,�¿te�acuerdas�aquel�día�que�santiguábamos�las�



�

esquinas?� jejeje;� Mrs.� Pilet,� la� gran� organizadora,� siempre� viajando� y� con� ese� moreno�
permanente� (que�rabia!!),�si�no�fuese�por�ti�ya�no�mantendría�el�contacto�con�nadie,�gracias�
por�ser�así;�Emma,�la�‘huertana’�más�bonica�y�maja�que�existe,�vente�a�Barcelona�de�concierto�
algún� día;� el� ilustrísimo� Dr.Chucho,� poseedor� de� un� gran� sentido� del� humor� y� peor� fútbol;�
JMan,�el�único!�el� ‘pescaito’�de�Dundee,�un� tío�de�pies�a�cabeza�y�de�aquellas�personas�que�
dejan�huella,�¿existe�el�Marcatoon�de�Romaric?�(Katie,�un�besazo!).��
�
Hubo�otros�con�los�que�también�compartimos�muy�buenos�momentos,�aunque�fueron�cortos:�
JR;�Aris;�Maria�Rifé�(una�gran�sarrianenca);�Sergi�(café,�copa�i�puro….).�Begoño,�una�tía�que�te�
sorprende�por�minutos�y�para�descojonarse�toda�una�vida,�pocas�hay�como�tu.��Susana�Granell,�
gràcies�per�tota�la�teva�ajuda�al�labo�i�felicitats�per�aquella�coseta�que�has�creat.���
�
Como�el�movimiento�de�personal�en�un� laboratorio�acostumbra�a� ser�como�el�de�Estació�de�
Sants�en�hora�punta,�ha�habido�muchos�compañeros�con�los�que�hemos�compartido�tiempo�de�
nuestras�respectivas�tesis,�aunque�ellos�han�partido�antes.�Ellos�son:�Dani,�una�de�las�personas�
más�brillantes�que�he�conocido,� sin�embargo,� su�mayor�virtud�es� la�modestia,�humildad�y�el�
altruismo,�yo�espero�decir�algún�día�a�mis�nietos�que�estuve�en�el�mismo�laboratorio�que�el�Dr.�
del� Toro.� Noelia,� un� ejemplo� de� superación,� trabajo� y� constancia;� una� persona� con� la� cual�
siempre� me� he� sentido� muy� a� gusto� por� las� buenas� vibraciones� que� emana.� Paola,� mi�
compañera� de� master� junto� con� la� ‘mone’� (no� nos� hemos� reído� ni� nada,� eh),� una� gran�
compañera�de�laboratorio,�y�aunque�ella�crea�lo�contrario,�siempre�te�recibe�con�una�energía�
positiva�que�te�alegra�el�día.�Y�si�habló�de�Paola,�tengo�que�hablar�de�aquello�que�siempre�sale�
al� lado� suyo� en� las� fotos� de� las� cenas…..la� Ingrid!!� Me� gusta� que� seas� culé� y� de� Sarriá�
(St.Gervasi�no�existe),�pero�más�que�defiendas�el�gran�juego�y�poderío�de�la�‘roja’…ole�tu,�ole�
tu!!�Frank,�mi�gran�maestro�en�la�microscopia,�gracias�por�tus�enseñanzas�y�hacerme�concebir�
la�microscopia�como�un�arte�y�no�como�una�ciencia;�con�pocas�palabras�has�dicho�mucho,�un�
abrazo� amigo.� ‘Mi� Inesita’,� Oye,� que� ha� llegado� el� día,� tía……te� acuerdas� cuando� pasaba� la�
mopa�por�la�poyata?,�jajajaj.�Suerte�que�has�estado�tú�por�aquí.�Has�sido�como�esa�‘hermana�
mayor’�a� la�cual�podías�pedirle�consejo,�que�te�enseñara�a�hacer�alguna�técnica,� irte�a�hacer�
unas� cañas� y� sobretodo� REIRTE� MUCHO!!� (que� jodía!).� Fuiste� una� guía,� y� modelo� a� seguir,�
dentro�del�laboratorio.�Todo�este�tiempo�se�te�ha�echado�de�menos,�aunque�siempre�habrá�un�
rinconcito�en�el�que�tú�estás.�
�
Aunque�pueda�parecerlo,�no�todo�lo�bueno�se�ha�ido,�actualmente�quedan�buenas�‘perlas’�en�
el� laboratorio� que� hacen� que� el� ir� cada� día� a� trabajar� sea� mucho� más� fácil,� llevadero� y� que�
tengas� agujetas� en� las� abdominales� de� tanto� reír.� La� Bet,� no� he� conegut� persona� més�
disposada�a�ajudar�als�altres,�les�teves�reflexions�sempre�m'ajuden�a�veure�les�coses�des�d’un�
altre� punt� de� vista,� el� teu� ús� del� 'refranero� español'� em� fa� riure� molt� i� la� teva� manera� de�
concebre�la�ciència�com�una�forma�de�vida,�és�única�i�admirable.�L'Albert,�"la�carabina�de�Sant�
Pol"�una�persona�per�la�qual�sento�gran�admiració�en�el�terreny�professional,�però�encara�més�
en�l'àmbit�personal,�ets�un�gran�amic,�i�m'ho�demostres�cada�dia,�gràcies.�Raquel:�hay�personas�
con�las�que�conectas�a�la�primera�y�tu�has�sido�una�de�ellas,�contigo�siempre�ha�sido�todo�muy�
fácil�y�hemos�compartido�muchos�momentos�buenos� fuera�del� laboratorio,�gracias.�Canicosa�
power!�Cristina,�entramos�en�el�laboratorio�a�la�vez�y�todavía�estamos�por�aquí�dando�guerra,�
gracias� por� todos� los� momentos� ‘folkloricos� apañoles’,� los� dos� tenemos� ese� ‘punto� de� tierra�
dentro�charneguil’�que�hace�que�la�comunicación�entre�los�dos�sea�cojonuda.�
Ana� López,� gracias� por� transmitir� esa� paz,� esa� bondad� y� dulzura� ilimitadas,� además� de� esas�
miradas�que�dicen�mucho�más�que�las�palabras.�Ana�Saavedra,……�que�sería�del�laboratorio�sin�
ti?� y� el� mundo?� Eres� un� ejemplo� del� trabajo� bien� hecho� y� de� paciencia,� sino� existieras�
tendríamos�que� inventarte.�Serás�una�gran�mami.�Laura:� tens�pessigolles?�una�tia�que�és� tot�
optimisme�i�bon�rollo,�i�encara�que�sigui�la�típica�‘grupi’�de�Love�of�Lesbian,�me�l’estimo�molt.�
Olga,�nuestra�‘superbilbaína’,�a�ver�cuando�me�invitas�a�las�jaiak,�gracias�por�ser�así,�un�besazo.�



 

  �

La� Laia:� Ets� una� companya� de� laboratori� ideal,� sempre� que� t'he� demanat� ajuda� me� l'has�
donada�de�forma�incondicional.�Ets�una�crack�i�una�curranta�(la�teva�evolució�és�acollonant),�i�
sota�aquesta�carcassa�seria�que�portes,�hi�ha�una�persona�molt�maca�i�més�divertida.�Henry,�es�
el� paradigma� de� protagonista� de� novela� negra,� pisadas� que� se� oyen� desde� la� letanía,� gran�
poder� analítico� y� detectivesco,� un� humor� negro� de� calidad� suprema� y� aunque� te� acaba�
metiendo�en�algún�‘embolao’�tiene�ese�punto�entrañable�que�te�hace�inevitable�enviarlo�a�la�
mierda�;).�La�Mar,.....si�tanco�els�ulls�i�em�diuen�que�pensi�en�la�paraula�'felicitat'�la�imatge�que�
surt�és�la�Mar.�D'aquelles�persones�vitalista�que�és�com�el�sol,� irradia�tanta�energia�(positiva)�
que� el� millor� que� pots� fer� és� estar� a� prop� d'ella� (e� una� mujé� dinna� d'admirá).� A� més,� es�
complementa�amb�un�gran�fitxatge,�l'electrofisiòleg�Gerard,�un�catxondo......però�menges�poc,�
col•lega.�El Adri (Antoine): poques vegades havia trobat un alter-ego humorístic, però sens 
dubte tu n'ets un, xaval. Ets un catxondo mental, i la veritat és que des de que tu vas 
arribar, amb la teva companyia, el dia a dia és molt més fàcil i divertit. Gràcies per ser com 
ets (ander?.....grifo).� La� Marta:� una� persona� amb� molta� empenta� a� la� feina,� a� més,� és� la�
companya�ideal�per�anar�a�fer�unes�canyes,�llàstima�que�jo�ja�em�vagi�a�dormir�a�l'hora�de�les�
gallines�(em�dones�cartes?).�Verónica�y�Nico:�sois�una�pareja�encantadora,�gracias�por�abrirnos�
las�puertas�de�casa�y�poder�conocer�vuestra�encantadora�familia,�nos�vemos�en�futuras�citas�
con� los� pequeñajos.� Miriam:� muchas� gracias� por� toda� la� ayuda� que� me� has� prestado� para�
mejorar� mis� ‘maxis’� y� purificaciones� de� proteína,� te� debo� muchas.� La� Carla� (la� Cal�li),� una�
currela� impressionant� que� te� un� somriure� maquíssim� i� una� companya� de� poyata� una� mica�
“invasiva”�(recorda,�tot�de�Huelva,�jejej).�L’Alex:�gràcies�per�tota�l’ajuda�amb�el�cultius�primaris,�
chavalote.�Por�último,�el�mangurrian�mayor�del�reino�Juanma.�Que�tio!�En�el�poco�tiempo�que�
nos�conocemos�hemos�pasado�de�tener�conversaciones�en� las�que�arreglábamos�el�mundo�a�
llorar� de� la� risa,� aquellos� que� te� conocen� saben� que� eres� un� gran� tipo.� Gracias� por� toda� la�
ayuda,�bizcoche.�����������
�
Agradecer� también� la�ayuda�de�gente�con� la�que�he�tenido�menos� trato,�pero�que�están�ahí�
como�Josep,�Mónica,�Lidia�y�Ana�Boronat.�
�
Toda�la�gente�de�los�servicios�técnicos�de�la�Facultad�a�los�cuales�he�acudido�y�me�han�ayudado�
muchísimo:�Pep�Marimon,�Ameri,�Maria�Calvo,�Anna�Lledó,�Anna�Bosch,�Cristina�Sánchez.�
�
Tota�la�gent�de�la�unitat�de�Biologia�Cel�lular,�la�qual�en�un�moment�o�altre�m’ha�ajudat�amb�
maquinaria� del� seu� laboratori� o� deixat� aliquotes� d’anticossos� o� reactius:� Oriol� Bachs,� Neus�
Agell,�Montse�Jaumot�(gràcies�pel�protocol�de�PP�),�Eulalia�Rius,�Albert�Pol,�Ciscu�Tebar,�Maite,�
Carles�Enrich……i�molts�altres.�
�
Voldria�agrair�al�Jordi�perquè�sempre�que�he�necessitat�la�seva�ajuda,�la�porta�del�seu�despatx�
sempre�ha�estat�oberta.�També�volia�agrair�li�el�fet�de�tenir�tot�un�equip�d’investigadors�i�grup�
humà�de�primera�línea�al�laboratori.�Per�últim,�reconèixer�li�que�tot�allò�que�hi�ha�al�laboratori�
(utilitzat�per�fer�aquesta�tesi)�és�gràcies�a�molta�feina�feta�anteriorment.�
�
No� podia� oblidar�me� de:� en� Pep,� gràcies� per� la� teva� ajuda,� i� el� teu� humor� negre� bastant�
depurat;�l’Esther,�gràcies�per�aquelles�magnífiques�tertúlies�en�els�dinars�i�esmorzars,�on�reiem�
molt;� i� la� Silvia,� a� la� qual� haig� d'agraïr�li� tota� l’� ajuda� rebuda� per� part� seva� en� el� laboratori.�
Sempre�que�t'he�necessitat,�estaves�disposada�a�ajudar�me,�moltes�gràcies�per�tot.�
�
A�Nuria�y�Carme�por�su�impagable�ayuda�con�todos�los�trámites�y�la�burrocracía�a�lo�largo�de�
todos�estos�años;�y�últimamente�a�esta�ayuda�también�se�ha�sumado�Eva,�muchas�gracias.�
�
De� la� època� en� que� feiem� el� màster,� volia� enrecordar�me� del� Javi� Ortega,� la� Neus� i� el� Jorge�
Galino,�companys�amb�els�quals�vaig�gaudir�de�moments�molt�bons.�
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1. El�alcoholismo�fetal�
�

La�exposición�prenatal�a�alcohol�aumenta�los�riesgos�de�sufrir�alteraciones�físicas,�cognitivas�y�

de�comportamiento�en�el�feto�(U.S.�Department�of�Health�2008).�Diversos�estudios�muestran�

una� correlación� entre� el� consumo� de� alcohol� durante� el� embarazo� y� el� riesgo� a� padecer�

embarazos�a�término�(Albertsen�y�col.,�2004).�Actualmente,�no�existen�estudios�poblacionales�

en�España�que�nos� indiquen� la� tasa�de�consumo�de�alcohol�durante�el�embarazo.�Por� tanto,�

para� obtener� una� percepción� real� del� hábito� de� consumo� de� alcohol� durante� el� embarazo�

debemos�utilizar�los�datos�del�National�Survey�on�Drug�Use�and�Health�(NSDUH).�Este�informe�

se�publicó�en�2008�y�se�centra�en� la�población�estadounidense,� la�cual�hasta�cierto�punto�es�

comparable�con�la�española.�Según�los�datos�del�estudio,�entre�los�años�2005�2006,�un�12�%�de�

las� madres� embarazadas� (comprendidas� entre� 15� y� 44� años� de� edad)� admitían� haber�

consumido�alcohol�durante�el�último�mes�(Office�of�Applied�Studies,�2007).�Lamentablemente,�

el� consumo� de� alcohol� en� mujeres� embarazadas� no� ha� descendido� significativamente� en� los�

últimos�años�(Figura�1),�ni�tampoco�lo�ha�hecho�en�otros�grupos�poblacionales�como�madres�

con�hijos�menores�de�12�meses,�o�mujeres�no�embarazadas�(Figura�1).��

�

�
�

Figura�1.�Tendencias�en�el�consumo�de�alcohol�durante�el�último�mes�en�mujeres�de�entre�15�y�44�años.�Los�datos�

del� estudio� nos� indican� que� el� consumo� de� alcohol� no� ha� variado� significativamente� en� ninguno� de� los� grupos�

poblacionales�estudiados,�del�2002�hasta�el�2007.�Figura�obtenida�de�NSDUH,�2008.�
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En�mujeres�embarazadas,�la�franja�de�edad�que�más�alcohol�consumió�durante�el�último�mes�

era� entre� los� 15�17� años� (un� 15,8� %,� Figura� 2).� El� consumo� de� alcohol� durante� el� embarazo�

siempre� se� había� asociado� a� un� bajo� nivel� cultural� y/o� pertenencia� a� grupos� marginales.� Sin�

embargo,�se�observó�que� las�mujeres�que�más�alcohol�consumían�durante�el�embarazo�eran�

tituladas�universitarias�(15,8�%)�y�con�los�ingresos�familiares�más�elevados�(16,3�%,�Figura�2).��

�

�
�

Figura�2.�Porcentajes�del� consumo�de�alcohol�en�el�último�mes�en�mujeres�de�entre�15�y�44�años.�Las�mujeres�

embarazadas� más� jóvenes,� con� más� estudios� y� con� los� ingresos� más� elevados� son� aquellos� que� más� alcohol�

consumieron�durante�el�último�mes.�Figura�obtenida�de�NSDUH,�2008.�

�

El�consumo�de�alcohol�en�las�mujeres�embarazadas�era�de�media�5�días/mes.�En�este�tiempo�

consumían� unas� 2,4� bebidas/día,� lo� que� equivale� a� 12� bebidas/mes.� Las� embarazadas� más�

jóvenes� (entre� 15� y� 25� años)� consumían,� sin� embargo� una� media� de� 3,6� bebidas/día� (18�

bebidas/mes,� Figura� 3),� mientras� que� las� mujeres� entre� 26� y� 44� años� solamente� consumían�

unas�1,7�bebidas/día�(8�bebidas/mes,�Figura�3).�Contrariamente�a�los�datos�de�consumo�total�

durante�el�último�mes� (Figura�2),�este�estudio� revela�que�el�número�de�bebidas� consumidas�

por�día�disminuía�a�mayor�nivel�educativo�e�ingresos�familiares�(Figura�3).�
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�
Figura�3.�Media�de�bebidas�alcohólicas�consumidas�al�día�durante�el�último�mes�en�mujeres�entre�15�y�44�años.�

Aquellas�mujeres�embarazadas�que�más�alcohol�consumían�al�día�durante�el�último�mes�eran�aquellas�con�menos�

estudios,�menos�ingresos�y�más�jóvenes.�Figura�obtenida�de�NSDUH,�2008.�

�

En�España,�existen�iniciativas�como�la�intervención�en�el�ámbito�psicoeducativo�del�Programa�

ALFIL.� Éste� tiene� como� objetivo� general� disminuir� factores� de� riesgo� y� potenciar� factores� de�

protección�en�los�hijos�de�alcohólicos�y�en�sus�familias,�con�el�fin�de�reducir�la�probabilidad�de�

que�los�menores�de�estas�familias�desarrollen�problemas�importantes�relacionados,�directa�o�

indirectamente,� con� el� consumo� de� drogas� (Díaz� y� col.,� 2008).� Sin� embargo,� solamente� se�

disponen�de�datos�poblacionales�aislados�que�estiman�que�entorno�a�un�25%�de� las�mujeres�

embarazadas�siguen�consumiendo�alcohol�durante�el�embarazo�(Anderson�y�Baumberg,�2006)�

y� además� son� consumidoras� de� riesgo,� pudiendo� llegar� a� ingerir� excesivas� dosis� de� alcohol�

(Rubio�y�Santo�Domingo,�2000;�Sánchez�y�col.,�2000).��

Ciertas�evidencias�indican�que�el�consumo�de�alcohol�a�dosis�bajas�(<�7�bebidas/semana�o�<�3�

bebidas/día)�durante�el�embarazo�pueden�provocar�efectos�adversos�en�el�feto�(Bearer�y�col.,�

2001).�Por�ello,�una�cantidad�“segura”�de�alcohol�no�puede�determinarse,�siendo�la�abstinencia�

lo� más� recomendable.� Además,� como� parte� del� alcohol� consumido� puede� ser� transmitido� a�

través�de�la�leche�materna,�también�se�recomienda�no�consumir�alcohol�durante�la�lactancia.�

En� definitiva,� el� índice� de� consumo� de� alcohol� en� mujeres� embarazadas� obtenido� mediante�

estudios�poblacionales�es�de�gran�ayuda�ya�que�muestra�el�alcance�del�problema�e� identifica�

los�grupos�de�riesgo,�lo�cual�permite�desarrollar�y�diseñar�políticas�de�prevención�y�educación.�
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1.1. Desórdenes�Relacionados�con�el�Alcoholismo�Fetal�(DRAF)��

�

El�alcohol�(etanol)�aún�a�dosis�bajas,�y�especialmente�consumido�durante�el�primer�trimestre�

del�embarazo�aumenta�el�riesgo�de�padecer�abortos�espontáneos,�partos�prematuros,�retraso�

en�el�crecimiento�intrauterino�y�bajo�peso�del�feto�al�nacer�(Abel,�1997;�Windham�y�col.,�1997;�

Bradley� y� col.,� 1998;� Albertsen� y� col.,� 2004;� Rehm� y� col.,� 2004),� y� una� reducción� en� la�

producción�de�leche�materna�(Mennella,�2001).�Como�agente�teratógeno�afecta�al�desarrollo�

embrionario� o� fetal,� alterando� la� expresión� génica,� induciendo� muerte� celular� programada,�

perturbando� la� proliferación� y� migración� celular� y� histogénesis� y� modificando� la� síntesis� y/o�

función� de� proteínas� o� ácidos� nucleicos� (Polifka� y� Friedman,� 2002).� La� exposición� prenatal� a�

etanol� es� causa� destacada� y� prevenible� de� anomalías� en� el� desarrollo� del� cerebro,� como�

retraso� mental� y� desórdenes� en� el� desarrollo� neuronal� (American� Academy� of� Pediatrics,�

2000).� El� etanol� atraviesa� la� barrera� hematoencefálica� y� placentaria,� por� lo� que� cualquier�

cantidad�del�mismo�que�sea�ingerida�durante�el�embarazo�supone�un�riesgo�muy�importante�

para� el� feto.� La� consecuencia� más� conocida� es� el� Síndrome� Alcohólico� Fetal� (SAF;� Jones� y�

Smith,� 1973),� caracterizado� por� deficiencias� pre�� y� postnatales� en� el� crecimiento,� anomalías�

craneales� y� faciales,� y� evidencias� de� disfunciones� en� el� sistema� nervioso� central� (SNC).�

Actualmente,� el� SAF� es� considerado� una� de� las� causas� más� importantes� de� discapacidad�

intelectual�y�problemas�en�el�comportamiento�en�diversos�países�(Streissguth�y�col.,�1991;�Alati�

y�col.,�2006;�Autti�Rämö�y�col.,�2006;�Ceccanti�y�col.,�2007;�Spohr�y�col.,�2007).�Sin�embargo,�

durante�los�últimos�30�años,�se�ha�observado�que�el�SAF�no�es�la�única�consecuencia�resultante�

de� la� exposición� prenatal� a� etanol� y� que� sus� efectos� son� un� conjunto� de� anomalías� físicas� y�

deficiencias�cognitivas.�El� término�“desordenes�relacionados�con�el�alcoholismo�fetal�(DRAF)”�

engloba�todo�este�conjunto�de�efectos�variables�y�no�diagnosticables�de�forma�evidente�(Barr�y�

Streissguth,�2001).��

La�exposición�prenatal�a�etanol�está�asociada�con�déficits�neuropsicológicos�que�repercuten�en�

la� inteligencia,� la�memoria� (Mattson�y�Roebuck,�2002;�Roebuck�Spencer�y�Mattson,�2004),�el�

lenguaje,� la� atención,� el� aprendizaje� (Howell� y� col.,� 2006),� las� habilidades� óptico�espaciales�

(Mattson� y� col.,� 1996),� funciones� ejecutoras,� las� habilidades� motoras� y� la� adaptación� social�

(Mattson� y� Riley,� 1998).� Todo� ello� sugiere� la� existencia� de� anormalidades� en� la� ruta� frontal�

subcortical� y� un� mayor� daño� en� el� lóbulo� izquierdo� (Guerri� y� col.,� 2009).� De� hecho,� la�

exposición�a�etanol�provoca�alteraciones�en� la�remodelación�axonal�y�en� la� incorporación�de�

neuronas�al�giro�dentado,�ambos�procesos�involucrados�en�el�aprendizaje�y�la�memoria�(He�y�

col.,�2005).�La�falta�de�atención�es�muy�frecuente�en�estos� individuos,�siendo�los�desórdenes�

de� déficit� de� atención/hiperactividad� (ADHD)� la� patología� psiquiátrica� más� diagnosticada� en�



Introducción�
 

33�

individuos�DRAF� (Fryer�y� col.,�2007).� Finalmente,� varios�estudios�describen�deficiencias�en� la�

función�ejecutora�en�individuos�con�DRAF�que�implica�problemas�en�la�inhibición�de�respuesta,�

planificación,� formación� de� conceptos,� vulnerabilidad� frente� a� las� adversidades� y� fluidez� del�

lenguaje� verbal� y� no� verbal� (Kodituwakku� y� col.,� 1995;� Mattson� y� col.,� 1999;� Lupton� y� col.,�

2004).��

Se�estima�que�entre�un�1%�y�3%�de�todos�los�niños�del�mundo�sufren�DRAF�(Sampson�y�col.,�

1997;�May�y�Gossage,�2001).�

�

1.1.1. Alteraciones�en�la�arquitectura�cerebral�

�

Los�efectos�del�etanol�en�el�desarrollo�cerebral�no�son�uniformes�e�incluso�ciertas�poblaciones�

celulares� son� más� vulnerables� que� otras.� Datos� clínicos� y� experimentales� indican� que� los�

individuos� afectados� por� la� exposición� fetal� a� etanol� padecen� una� reducción� del� tamaño�

cerebral�(Johnson�y�col.,�1996).�Concretamente,�se�describen�disminuciones�de�volumen�en�el�

lóbulo�parietal� (Archibald�y�col.,�2001),�partes�del� lóbulo� frontal� (Sowell�y�col.,�2002)�y�en�el�

cerebelo� (Sowell� y� col.,� 1996;� Autti�Rämö� y� col.,� 2002;� O’Hare� y� col.,� 2005),� así� como�

alteraciones�en�el�cuerpo�calloso,�lo�cual�se�ha�asociado�a�déficits�neuropsicológicos�(Sowell�y�

col.,�2001;�Bookstein�y�col.,�2002;�Coles�y�col.,�2002).�Dado�que�el�cerebelo�es�el�responsable�

de� la� ejecución� motora� (postura,� equilibrio� y� coordinación),� estas� alteraciones� estructurales�

podrían� explicar� las� deficiencias� motoras� observadas� en� individuos� DRAF� (Roebuck� y� col.,�

1998).� El� cerebelo� también� está� implicado� en� la� regulación� de� la� atención� y� la� respuesta�

condicionada,� tareas� que� se� ven� alteradas� en� individuos� SAF� (Coffin� y� col.,� 2005).� Otra� zona�

que�ve�disminuida�su�volumen�es�la�de�los�ganglios�basales,�concretamente�el�núcleo�caudado�

(Archibald� y� col.,� 2001),� el� cual� se� ha� relacionado� con� déficits� en� la� ejecución� de� acciones,�

atención� e� inhibición� de� respuesta� (Mattson� y� col.,� 1996).� Por� otro� lado,� en� las� regiones�

corticales� se� ha� observado� que� los� individuos� DRAF� tienen� una� distribución� y� densidades�

diferentes�de�las�sustancias�blanca�y�gris�(Archibald�y�col.,�2001),�lo�que�guarda�relación�con�la�

reducción� de� volumen� de� la� región� parietal� (Sowell� y� col.,� 2002).� Todas� estas� alteraciones�

estructurales�tienen�consecuencias�funcionales�y�metabólicas�en�el�cerebro.�Así�se�ha�descrito�

en�individuos�con�DRAF�una�reducción�en�el�metabolismo�de�la�glucosa�en�el�tálamo�(Clark�y�

col.,� 2000),� alteraciones� del� flujo� sanguíneo� cerebral� (Riikonen� y� col.,� 1999;� Bhatara� y� col.,�

2002)� y� en� las� vías� corticales� serotoninérgicas� y� estriatales� dopaminérgicas� (Riikonen� y� col.,�

2005).�Además,�mostraban�una�descompensación�de�actividad,� incrementada�en�las�regiones�

inferior�y�media�de�la�corteza�frontal�(Malisza�y�col.,�2005)�y�disminuida�en�el�núcleo�caudado�

(Fryer�y�col.,�2007b).��
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1.1.2. Ventana�temporal�crítica�de�la�exposición�a�etanol��

�

Existen�diversos�factores�biológicos�y�ambientales�que�influyen�en�los�efectos�del�etanol�sobre�

el� desarrollo� cerebral.� Estos� son:� la� dosis� de� etanol,� el� patrón� y� momento� de� exposición�

durante� el� desarrollo,� la�base� genética� de� los� individuos,� la� nutrición� materna,� la� edad� de� la�

madre,�el�estatus�socioeconómico�y�las�reacciones�aditivas�o�sinérgicas�con�otras�sustancias�de�

abuso.�Aunque�principalmente�son�los�niveles�de�etanol�que�llegan�al�feto�y�la�duración�de�la�

exposición�lo�que�define�el�tipo�y�alcance�del�daño�producido�(Maier�y�col.,�1996).�Por�eso�no�

todos� los� individuos� expuestos� a� concentraciones� similares� de� etanol� durante� la� gestación�

sufren� el� mismo� daño.� Por� ejemplo,� la� dismorfología� facial� (característica� del� SAF)� y� otras�

malformaciones�(Figura�4)�suelen�aparecer�cuando�se�ha�estado�expuesto�a�dosis�muy�elevadas�

de�etanol�durante�la�etapa�embrionaria�(0�8�semanas)�(Sulik,�2005).�Estudios�en�humanos�han�

demostrado� que� la� exposición� crónica� o� extremadamente� aguda� a� etanol� en� las� etapas�

tempranas�de� la�embriogénesis� (tercera�semana�de�gestación)�provoca�una�mayor� incidencia�

de�defectos� craneales�y�deficiencias�mentales� (Ernhart�y� col.,�1987).�Otro�periodo�crítico�del�

desarrollo� es� la� etapa� en� la� que� se� produce� la� proliferación� y� migración� de� las� células�

neuroepiteliales� (entre� las� semanas� 8�20� en� humanos,� y� entre� los� días� 12� y� 21� en� ratas).� En�

esta� etapa,� el� etanol� altera� la� migración� y� la� proliferación� celulares� provocando� una�

disminución�neuronal�y�glial�en�el�neocórtex,�hipocampo�y�núcleo�sensorial�(Renau�Piqueras�y�

col.,�1989;�Gressens�y�col.,�1992;�Miller�y�col.,�1995a,�1995b;�Rubert�y�col.,�2006).�Por�último,�el�

etanol� también� interfiere� en� la� fase� de� crecimiento� cerebral� masivo� (neonatal� en� ratas� y�

durante� el� tercer� trimestre� de� gestación� en� humanos).� Es� un� período� caracterizado� por� la�

gliogénesis,� sinaptogénesis� y� el� desarrollo� del� cerebelo,� del� hipocampo� y� del� córtex.� En� esta�

etapa�la�exposición�a�etanol�puede�provocar�microcefalia,�pérdida�neuronal�en�el�hipocampo�y�

cerebelo�(Goodlett�y�Lundahl,�1996;�Dikranian�y�col.,�2005),�alteraciones�en�la�sinaptogénesis�y�

la�gliogénesis�(Guerri�y�Renau�Piqueras,�1997),�apoptosis�(Ikonomidou�y�col.,�2000),�así�como�

déficits� en� el� aprendizaje,� la� memoria� y� disfunciones� en� el� comportamiento� a� largo� plazo�

(Wozniak� y� col.� 2004;� Popovic� y� col.� 2006).� Por� lo� tanto,� los� niveles� de� etanol� que� llegan� al�

cerebro� fetal� y� el� momento� del� desarrollo� en� el� que� se� expone� determinaran� el� grado� de�

afectación�en�la�ontogenia�cerebral.�

Otro�factor�relevante�es�el�genotipo�materno�y�fetal�(Polifka�y�Friedman,�2002).�En�el�caso�del�

etanol� se� han� descrito� variaciones� genéticas� en� las� enzimas� encargadas� de� regular� su�

metabolización�(ADH�y�CYP2E1)�en�diferentes�grupos�poblacionales�(McCarver,�2001).�

�

�
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1.1.3. Posibles�mecanismos�moleculares�implicados�

�

Determinar� los� lugares� de� acción� responsables� de� la� teratogénesis� del� etanol� requiere� el�

estudio�de� las�cascadas�de�señalización� implicadas�en�el�desarrollo�del�cerebro.�Un�creciente�

número�de�mecanismos�han�sido�identificados�como�potenciales�responsables�del�fenotipo�de�

los�individuos�con�DRAF,�los�cuales�se�pueden�agrupar�en�las�siguientes�categorías:�

�

�1.��Alteración�en� la�regulación�de� la�expresión�génica:�disminución�de� la�señalización�del�

ácido�retinoico�y�efectos�en�otros�factores�de�trascripción�(Deltour�y�col.,�1996;�Peng�y�col.,�

2004).�

2.�� Interferencia� con� la� señalización� de� factores� de� crecimiento� u� otras� rutas� de�

señalización:�alteraciones�en�la�diferenciación,�proliferación�y�migración�de�células�madre�

neurales�(Luo�y�Miller,�1996;�Bonthius�y�col.,�2004;�Ge�y�col.,�2004).�

3.��Daño�y�muerte�celular:�inducción�de�la�apoptosis�(Young�y�col.,�2005),�estrés�oxidativo�

(Henderson� y� col.,� 1999)� y� excitotoxicidad� glutamatérgica� inducida� por� la� abstinencia� a�

etanol�(Thomas�y�col.,�2004).�

4.�� Alteración� de� las� uniones� intercelulares:� inhibición� de� la� función� de� la� molécula� de�

adhesión�L1�(L1�CAM)�(Bearer�y�col.,�1999).�

5.�� Alteración� del� aporte� energético:� modificaciones� en� el� uso� y� captación� de� la� glucosa�

(Miller�y�Dow�Edwards,�1988;�Snyder�y�col.,�1992),� supresión�de� la� síntesis�proteica�y�de�

ADN�(Shibley�y�Pennington,�1997).�

6.��Desregulación�del�desarrollo�celular:�ciclo�celular�alterado,�neurogénesis�y�gliogénesis�

afectada,�y�descoordinación�en�la�proliferación�y�migración�celulares,�crecimiento�axonal,�

sinaptogénesis�y�proceso�de�mielinización�(Phillips,�1989;�Miller,�1992;�Miller�y�Robertson,�

1993;�Lindsley�y�col.,�2003;�Zhou�y�col.,�2005)�

7.��Causas�‘adquiridas’�al�daño:�alteración�de�factores�intrauterinos�(Randall�y�col.,�1995),�

hipoxia/isquemia�(Altura�y�col.,�1982)�y�producción�de�acetaldehído�(Holownia�y�col.,�

1996).�

�

1.2.� Síndrome�Alcohólico�Fetal�(SAF)�

�

El�SAF�es�el�trastorno�relacionado�con�el�alcoholismo�fetal�(dentro�de�los�DRAF)�más�evidente�y�

fácil� de� diagnosticar.� Se� caracteriza� por� la� presencia� de� rasgos� faciales� anormales� y� por�

problemas�en�el�desarrollo�del�SNC�de� los� recién�nacidos.�El�SAF�es�el� tercer� tipo�de� retraso�
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mental� más� frecuente� por� detrás� de� los� síndromes� del� cromosoma� X�� frágil� y� de� Down,�

presentando� una� incidencia� de� 2� de� cada� 1000� nacimientos� en� Europa� y� E.E.U.U.� (May� y�

Gossage,� 2001).� El� coeficiente� intelectual� medio� en� individuos� con� SAF� es� de� 70� (Mattson� y�

Riley,�1998)�y�alrededor�de�85,9�en�individuos�con�DRAF�(Mukherjee�y�col.,�2006).��

El� SAF� se� encuentra� en� el� extremo� de� un� acúmulo� de� efectos� en� el� feto� debido� al� consumo�

elevado�y�persistente�de�etanol�por�parte�de�la�madre�gestante.�Clínicamente,�por�lo�general�se�

ven� afectadas� tres� áreas:� 1)� retraso� en� el� crecimiento� a� nivel� pre�� y� postnatal,� 2)� daños�

permanentes� e� irreversibles� en� el� SNC,� y� 3)� anormalidades� faciales� y� craneales,� todo� ello�

acompañado�de�malformaciones�en�otros�órganos�y�aparatos�(Figura�4).�

�

�
Figura�4.�Malformaciones�y�alteraciones�propias�del�SAF.�El�SAF�se�caracteriza�por�retraso�en�el�crecimiento�pre�y�

postnatal,� trastornos�funcionales�en�el�SNC�y�alteraciones�craneofaciales.�Pero�además,�puede�estar�acompañado�

de�malformaciones�en�otros�órganos�y�aparatos.�Modificado�de�American�Academy�of�Paediatrics,�1993.�

�
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Las� personas� con� SAF� padecen,� además� de� trastornos� neuropsicológicos,� alteraciones� en� la�

visión,�audición,�epilepsia,�retraso�mental�o�bajo�coeficiente�intelectual,�insomnio�y�problemas�

de� succión� durante� la� lactancia.� Todos� estos� trastornos� descritos� responden� a� los� efectos�

teratogénicos�del�etanol�durante�la�morfogénesis�inicial�del�SNC.�Entre�las�malformaciones�que�

aparecen�en�el�SAF�se�incluye�la�holoprosencefalia,�patología�en�la�que�la�región�más�rostral�del�

encéfalo,� el� prosencéfalo,� no� se� separa� en� dos� mitades� al� comienzo� de� su� formación.� Si� el�

grado� de� afectación� es� máximo,� aparece� la� ciclopía� como� consecuencia� de� la� ausencia� de�

migración�de�los�primordios�de�las�vesículas�ópticas�(Cohen�y�Sulik,�1992;�Johnston�y�Bronsky,�

1995).� Las� anomalías� craneofaciales� características� de� estos� individuos,� incluyen� cavidades�

oculares� pequeñas,� ptosis� palpebral� y� estrabismo,� nariz� pequeña� con� puente� nasal� ancho� y�

labio�superior�grande�tal�y�como�se�observa�en�la�Figura�5.�

�
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�

Figura� 5.� Alteraciones� craneofaciales� comúnmente� observadas� en� los� individuos� que� sufren� SAF.� Figura�

modificada� de� Riley� y� McGee,� 2005� e� imagen� obtenida� de� http://www.respyn.uanl.mx/especiales/2006/ee�05�

2006/carteles/genetica_clinica_1.htm.�

�

La�etapa�embriogénica�del�embarazo�humano�es�considerada�la�más�crítica�y�decisiva�para�la�

aparición�de� los�rasgos�más�severos�y�característicos�del�SAF.�El�SNC,�el�corazón,� los�ojos,� las�
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extremidades,� los� dientes,� las� orejas,� el� paladar� y� los� genitales� externos� son� vulnerables� al�

etanol�durante�el�primer�trimestre.�Por�lo�tanto,�malformaciones�en�estas�áreas�indican�que�el�

daño�causado�por�el�etanol�se�originó�en�estadíos�tempranos�del�desarrollo.��

El�diagnóstico�del�SAF�es�factible�entre�los�4�y�14�años�de�edad.�La�mayoría�de�los�signos�

dismórficos�del�SAF�pueden�acabar�desapareciendo�o�diluyéndose�al�final�de�la�adolescencia�y�

la�vida�adulta,�complicando�su�detección�(Streissguth�y�col.,�1991).�Un�factor�fundamental�para�

determinar�el�grado�de�los�efectos�del�SAF�es�la�concentración�de�etanol�en�sangre�durante�el�

tercer�trimestre,�crítico�para�el�desarrollo�del�cerebro�como�se�ha�comentado.��

Se�considera�que�por�cada�individuo�diagnosticado�de�SAF�existen�10�no�diagnosticados�que�

sufren�efectos�adversos�por�consumo�materno�de�etanol.�

�

1.3. Potenciales�farmacoterapias�frente�a�los�DRAF��

�

No�existe�un�tratamiento�específico,�tan�sólo�de�tipo�sintomático�con�cirugía�correctora�de�los�

defectos� anatómicos� y� el� soporte� psicopedagógico� para� paliar� las� discapacidades� cognitivo�

conductuales.� La� prevención� se� presenta� por� tanto� como� una� intervención� clave� para� evitar�

este� problema.� Sin� embargo,� la� prevalencia� de� los� DRAF� indica� que� no� existe� una�

concienciación� suficiente� por� parte� de� la� sociedad.� Debido� a� ello,� existen� diversos� estudios�

basados�en�el�desarrollo�de�posibles�farmacoterapias�prenatales�capaces�de�mitigar�los�efectos�

teratógenos�del�etanol.�A�continuación�mostramos�algunos�ejemplos:�

�

Antioxidantes�

El�estrés�oxidativo�inducido�por�la�exposición�a�etanol�contribuye�al�daño�y�muerte�celular�en�

individuos� con� DRAF� (Henderson� y� col.,� 1995).� La� exposición� a� etanol� no� solamente� induce�

estrés�oxidativo�en�el� cerebro�en�desarrollo,� sino�que�además�disminuye� la�capacidad�de� los�

antioxidantes� endógenos� (Cohen�Kerem� y� Koren,� 2003).� Asimismo,� los� embriones� animales�

poseen� una� capacidad� antioxidante� intrínseca� menor� (Addolorato� y� col.,� 1997).� Para�

contrarrestar�el�estrés�oxidativo,�algunos�ejemplos�de�terapias�son�el�uso�de:�1)�la�Vitamina�C,�

recientemente�descrita�como�protectora�frente�a�los�DRAF�(Peng�y�col.,�2005),�2)�la�Vitamina�E,�

capaz�de�prevenir� la�pérdida�celular� inducida�por�el�etanol� (Siler�Marsiglio�y�col.,�2004),�3)� la�

superóxido� dismutasa� (SOD),� la� cual� reduce� la� toxicidad� del� etanol� en� cultivos� celulares� y�

embriones�(Chen�y�Sulik,�1996,�2000),�y�4)�los�flavonoides�(La�Grange�y�col.,�1999).�

�

�
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Vitamina�A�

La�vitamina�A�es�un�precursor�del�ácido�retinoico� (RA),�el�cual�es�un�potente�mediador�en� la�

embriogénesis�y� la�diferenciación,�y� juega�un�papel�crucial�en�el�desarrollo�(Maden,�2007).�El�

etanol� interfiere� en� la� señalización� dependiente� de� RA� (Deltour� y� col.,� 1996)� y� altera� su�

metabolismo� (DeJonge� y� Zachman,� 1995).� Sin� embargo,� el� suplemento� de� vitamina� A� altas�

dosis� en� individuos� alcohólicos� puede� provocar� hepatotoxicidad� (Leo� y� Lieber,� 1999).� Una�

solución�a�ello�es�el���caroteno,�un�precursor�inocuo�del�retinol,�que�actúa�como�antioxidante�

de�forma�más�eficientemente�(Burton�y�Ingold,�1984).�

�

Octanol�1��

El� etanol� interfiere� en� el� desarrollo� cerebral� alterando� las� uniones� intercelulares.� Estas�

moléculas�de�adhesión�celular� implicadas�en� las�uniones�célula�célula�participan�en�procesos�

importantes�para�el�desarrollo�del�SNC�(Panicker�y�col.,�2003).�Los�alcoholes�de�cadena�corta,�

como�el�etanol,� alteran�dicha�adhesión�mediada�por� la�proteína�L1�CAM�(Wilkemeyer�y� col.,�

2000),�mientras�que�aquellos�alcoholes�que�contienen�cinco�o�más�carbonos�muestran�efectos�

contrarios.� Concretamente,� 1�octanol� antagoniza� el� efecto� del� etanol� en� la� adhesión� celular�

(Wilkemeyer�y�col.,�2002)�y�previene�los�efectos�teratógenos�del�etanol�en�embriones�de�ratón�

(Chen�y�col.,�2001).�

�

Péptidos��

NAPVSIPQ� (NAP)� y� SALLRSIPA� (SAL)� son� pequeños� péptidos� de� la� proteína� neuroprotectora�

dependiente�de�actividad� (ADNP)�y�del� factor�neurotrófico�dependiente�de�actividad� (ADNF),�

respectivamente.� Estos� dos� péptidos� protegen� frente� al� etanol� (Spong� y� col.,� 2001),�

antagonizando�la�inhibición�de�L1�CAM�(Wilkemeyer�y�col.,�2003).�

�

Factores�neurotróficos�y�de�crecimiento�

El� etanol� interfiere� en� la� señalización� de� varios� factores� de� crecimiento� implicados� en� el�

desarrollo� cerebral,� como� por� ejemplo� las� rutas� de� señalización� de� la� insulina� (Hallak� y� col.,�

2001).� Al� tratar� con� el� factor� de� crecimiento� insulínico� tipo� 1� (IGF�1)� se� reduce� la�

neurotoxicidad�del�etanol�(Barclay�y�col.,�2005).�Su�sobreexpresión�disminuye�la�sensibilidad�y�

tolerancia� al� etanol� en� ratones� transgénicos� (Pucilowski� y� col.,� 1996).� Otros� factores� con�

capacidad� neuroprotectora� son� el� factor� de� crecimiento� neuronal� (NGF),� el� factor� de�

crecimiento� básico� de� fibroblasto� (bFGF)� y� los� estrógenos� (Rahman� y� col.,� 1994;� Luo� y� col.,�

1997;�Barclay�y�col.,�2005).�El� factor�de�crecimiento�similar�a�EGF�unido�a�heparina� (HB�EGF)�

previene�la�apoptosis�en�embriones�expuestos�a�una�elevada�concentración�de�etanol�(Kilburn�
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y� col.,� 2006).� Actualmente,� el� factor�12� neurotrófico� dependiente� de� actividad� (ADNF�12)�

también�previene�la�muerte�fetal�y�anomalías�en�el�aprendizaje�y�el�desarrollo�que�aparecen�en�

ratones�alcoholizados�(Endres�y�col.,�2005).�

�

Agonistas�del�receptor�de�serotonina��

Las�neuronas�que�contienen�serotonina�(5�hidroxi�triptamina,�5�HT)�en�el�desarrollo�son�muy�

sensibles�al�daño�producido�por�el�etanol� (Druse�y�col.,�1991).�Agonistas�del� receptor�5�HT1A�

revierten�la�disminución�del�número�de�neuronas�5�HT�inducida�por�el�etanol�(Eriksen�y�Druse,�

2001).�En�astrocitos,� la�estimulación�de� los�receptores�5�HT1A�provoca� la� liberación�de�S100��

(Eriksen�y�col.,�2002),� la�cual�contribuye�a� los�efectos�anti�apoptóticos�de� los�agonistas�de�5�

HT1A�y�estimula�el�desarrollo�y�diferenciación�de�este�tipo�neuronal,�así�como�el�crecimiento�de�

sus�neuritas�(Selinfreund�y�col.,�1991).�

�

Nicotinamida��

El� etanol� desencadena� procesos� apoptóticos� y� neurodegeneración� celular� inhibiendo� la�

función�de�algunos�receptores�de�glutamato,�actuando�como�un�agonista�del�NMDA�(Dodd�y�

col.,� 2000;� Ikonomidou� y� col,� 2000).� Por� otro� lado,� el� etanol� estimula� los� receptores� GABAA,�

mimetizando� la� acción� de� GABA� y� desencadenando� una� respuesta� final� similar� a� la� anterior�

(Harris�y�col.,�1995;� Ikonomidou�y�col.,�2000).�La�nicotinamida�previene�completamente�esta�

muerte�neuronal� inducida�por�etanol.�Este�precursor�de� la�coenzima�NAD+�previene�el�estrés�

oxidativo�y�la�disminución�de�NAD+�manteniendo�la�funcionalidad�mitocondrial�para�el�aporte�

energético�(Chong�y�col.�2002;�Ieraci�y�Herrera,�2006).�

�

1.4.� Teratogénesis�del�etanol�en�modelos�experimentales��

�

Se�ha�conseguido�reproducir�las�características�más�evidentes�de�los�DRAF�(anomalías�faciales,�

deficiencias� en� el� crecimiento� y� disfunciones� en� el� SNC)� en� uno� o� más� modelos� animales�

expuestos�al�etanol�durante�el�desarrollo�(e.j.:�pollos,�ratones,�ratas�o�primates).�Estos�modelos�

animales� permiten� estudiar� los� efectos� de� la� exposición� fetal� a� etanol� en� el� contexto� de� un�

organismo� intacto,� sobre� el� cual� se� pueden� controlar� diversos� factores� que� influyen� en� la�

estructura,�función�y�conducta�del�desarrollo�del�SNC.�Estos�factores�son�el�patrón�y�duración�

de� la� exposición,� la� concentración� de� alcohol� en� sangre,� el� período� gestacional� y� los� tipos�

celulares� o� regiones� cerebrales� afectadas.� Además,� se� pueden� regular� las� condiciones� ‘no�

controlables’�como�la�nutrición,�la�base�genética�o�el�(ab)uso�de�otras�sustancias,�que�pueden�

afectar�también�al�desarrollo�cerebral.��
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No� obstante,� los� modelos� animales� de� exposición� fetal� a� etanol� presentan� inconvenientes.�

Existen� diferencias� en� el� proceso� gestacional.� Por� ejemplo,� en� ratas� los� primeros� 10� días�

postnatales�equivalen�al�tercer�trimestre�en�humanos�(Dobbing�y�Sands,�1979).�Por�otro�lado,�

también�existen�diferencias�entre�animales�y�humanos�en�el�metabolismo�del�etanol� y�en� la�

complejidad�del�SNC.�Asimismo,�antes�de�iniciar�un�estudio�con�animales�debe�considerarse�el�

momento�en�que�se�desarrolla�la�estructura�cerebral�de�interés,�los�momentos�del�desarrollo�

en�los�cuales�administrar�el�etanol�y�evaluar�las�alteraciones.�Otro�inconveniente�es�que�ningún�

modelo�animal�de�DRAF�muestra�todas�las�alteraciones�diagnosticables�en�humanos.�Por�todo�

ello,�es� importante�considerar�previamente�el�campo�a�estudiar�antes�de�escoger�un�modelo�

animal�(Cudd,�2005).�Obviamente,� la�concentración�de�etanol�a� la�que�se�exponga�el�cerebro�

fetal�del�animal�debe�ser�similar�a�las�concentraciones�encontradas�en�madres�gestantes.��

Existen�principalmente�tres�técnicas�para�administrar�etanol�en�modelos�animales�(Ponnappa�y�

Rubin,�2000):�1)�el�modelo�de� la�dieta� líquida,� en�el� cual� el�etanol� se�administra�disuelto� en�

agua,� 2)� el� modelo� intragástrico,� donde� a� través� de� la� dieta� líquida� el� etanol� se� infunde�

directamente�en�el�estómago�utilizando�un�catéter�implantado,�y�3)�el�modelo�por�inhalación,�

donde�se�administra�el�etanol�en�forma�de�vapor.�

�

Roedores�

Las�ratas�y�los�ratones�son�uno�de�los�modelos�más�utilizados�para�estudiar�DRAF.�Existe�una�

amplia� bibliografía� sobre� datos� anatómicos,� farmacológicos,� fisiológicos� y� conductuales.�

Poseen�una�gestación�corta�y�son�económicos�tanto�de�adquirir�como�de�mantener.�Destacar�

que� el� crecimiento� cerebral� masivo� es� postnatal� y� que,� afortunadamente,� las� pruebas�

conductuales� en� roedores� son� extrapolables� a� los� humanos� (Stanton� y� Goodlett,� 1998).� Los�

ratones�muestran�un�gran�potencial�para�ser�manipulados�genéticamente�(Crabbe�y�col.,�1999)�

y�se�han�utilizado�con�éxito�para�estudiar�la�dismorfología�facial�(Sulik�y�col.,�1981).�El�conejillo�

de�Indias�también�se�ha�utilizado�como�modelo�animal�(Kimura�y�col.,�1999).�Éste�presenta�un�

periodo� gestacional� más� largo� y� su� mayor� crecimiento� cerebral� es� prenatal,� lo� que� permite�

evaluar� las� influencias� materna� y� de� la� placenta� en� los� efectos� del� etanol� durante� estos�

períodos.��

�

Otros�modelos�mamíferos�

Los�estudios�realizados�en�primates�(Clarren�y�Borden,�1982)�presentan�varios�inconvenientes,�

como�un�crecimiento�cerebral�masivo�prenatal�en�estadíos�anteriores�al�de� los�humanos,�un�

coste� económico� muy� elevado,� riesgo� a� padecer� mordeduras� y� posible� zoonosis,� así� como�

consideraciones�de�tipo�ético.�Sin�embargo,�el�cerdo�resulta�ventajoso�porque�al�igual�que�los�
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humanos� es� la� única� especie� que� presenta� preferencia� por� el� etanol� y� tiene� además� una�

dinámica� de� crecimiento� cerebral� similar� a� la� de� los� humanos.� Finalmente,� otro� mamífero�

utilizado� es� la� oveja.� Con� ella� se� han� realizado� una� gran� cantidad� de� estudios� básicos� de� la�

fisiología� fetal,� gracias� a� la� fortaleza� de� sus� fetos� (Patrick� y� col.,� 1985).� Como� desventajas�

destacar�que� las�ovejas�presentan�un�crecimiento�cerebral�masivo�prenatal�anterior�al�de� los�

humanos�y�que�su�gestación�es�larga.�

�

Otros�modelos�no�mamíferos�

Otros� animales� no� mamíferos� utilizados� son� los� pollos� (Smith,� 1997)� los� cuales� tienen� una�

gestación�corta�y�carecen�de�placenta;�el�pez�cebra�(Brachydanio�rerio)�(Pan�y�col.,�2010),� los�

nematodos�(Caenorhabditis�elegans)�(Mitchell�y�col.,�2010)�y�la�mosca�del�vinagre�(Drosophila�

melanogaster)� (Rothenfluh� y� col.,� 2002).� Todos� ellos� con� la� ventaja� de� tener� un� sistema�

nervioso�simple�y�con�tiempos�cortos�de�gestación�y�desarrollo.��

�

Modelos�in�vitro�

Los�modelos�in�vitro,�células�o�tejidos,�nos�permiten�un�estudio�más�minucioso�y�exhaustivo�de�

los� efectos� del� etanol.� Existen� diversos� estudios� realizados� en� cultivos� primarios� (Saunders� y�

col.,�1997;�Pantazis�y�col.,�1998)�o� líneas�celulares�(Saunders�y�col.,�1995),�que�nos� indican�la�

capacidad�del�etanol�de� inducir�apoptosis� (Bhave�y�Hoffman,�1997),�generar�estrés�oxidativo�

(Chen� y� Sulik,� 1996),� alterar� la� adhesión� celular� (Ramanathan� y� col.,� 1996),� perturbar� la�

producción�o�respuesta�a�factores�neurotróficos�(Cui�y�col.,�1997)�y�moléculas�reguladoras�del�

desarrollo�(Deltour�y�col.,�1996).��

De� las� múltiples� células� neurales,� las� células� gliales� son� una� diana� importante� de� la�

teratogénesis� del� etanol� debido� a� su� implicación� en� múltiples� procesos� del� desarrollo.�

Evidencias� experimentales� demuestran� que� la� exposición� fetal� a� etanol:� 1)� disminuye� la�

población�de�glia�radial�y�su�consecuente�aporte�de�neuronas�y�astrocitos�(Rubert�y�col.,�2006),�

2)� altera� la� proliferación� y� supervivencia� glial,� lo� que� repercute� en� el� aporte� trófico� a� las�

neuronas�y�en�la�regulación�de�la�sinaptogénesis�(Pascual�y�Guerri,�2007),�3)�produce�pérdidas�

importantes� de� materia� blanca� (principalmente� astrocitos,� oligodendrocitos� y� mielina);� y� 4)�

afecta� al� metabolismo� cerebral� a� causa� de� alteraciones� gliales� (Fagerlund� y� col.,� 2006).�

Resumiendo,�la�alteración�de�la�glia�en�el�desarrollo�cerebral�provocada�por�el�etanol�afecta�la�

actividad� neuronal,� induciendo� alteraciones� metabólicas� y� estructurales� permanentes,�

indicándonos� que� existe� una� conexión� entre� los� efectos� teratógenos� del� etanol,� las� células�

gliales�y�las�consecuencias�permanentes�en�el�SNC.�
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Innegablemente,� la� principal� desventaja� de� este� tipo� de� modelos� es� la� extrapolación� de� los�

mecanismos� de� acción� observados� in� vitro� a� conjuntos� de� señalización� que� se� producen�

simultáneamente� e� interaccionan� en� un� cerebro� en� desarrollo.� Sin� embargo,� el� poder�

manipular� las� células� o� tejidos� y� su� ambiente� nos� permite� elucidar� los� mecanismos�

(anteriormente� comentados� en� el� punto� 1.1.3)� por� los� cuales� el� etanol� afecta� al� desarrollo,�

información�que�no�podemos�obtener,�o�con�mucha�mayor�dificultad,�en�modelos�animales.�

Gracias�a�los�estudios�realizados�in�vitro�se�han�conseguido�entender�el�origen�y�la�casuística�de�

múltiples� alteraciones� observadas� en� DRAF,� así� como� los� mecanismos� moleculares� por� los�

cuales�el�etanol�ejerce�sus�efectos�teratógenos�

�

�

2. Los� astrocitos� y� desarrollo� del� Sistema�
Nervioso�Central�

�
�
En� el� cerebro� existen� principalmente� dos� tipos� células� neurales:� las� neuronas� y� la� glia.� La�

diferencia� fundamental� entre� ellas� es� la� excitabilidad.� Las� neuronas� son� eléctricamente�

excitables� y� capaces� de� responder� a� estímulos� externos� mediante� la� generación� de� un�

potencial� de� membrana� que� se� propaga� a� través� de� una� red� neuronal� mediante� sinapsis�

químicas.�Por�el�contrario,�la�glia�no�posee�esa�propiedad�y�además�tiene�capacidad�mitótica,�

lo�que�no�se�da�en�las�neuronas�(Kandel�y�col.,�2000).�

Las�células�gliales�constituyen�el�90%�de�las�células�neurales�(Figura�5).�En�el�sistema�nervioso�

central� (SNC)� están� representadas� por� tres� tipos:� astrocitos,� oligodendrocitos� y� células�

ependimiales,� conocidas� en� conjunto� como� células� macrogliales� o� células� neurogliales.� Los�

oligodendrocitos�producen�mielina,� la�cual�aísla�los�axones�y�permite�una�rápida�propagación�

de� los� potenciales� de� acción� (Bradi� y� Lassmann,� 2010).� Las� células� ependimiales� forman� las�

paredes�de�los�ventrículos�del�cerebro�y�el�canal�central�de�la�espina�dorsal.�Además�participan�

en� la� producción� y� circulación� del� líquido� cefalorraquídeo� (CSF)� (de� Reuck� y� Vanderdonckt,�

1986).� Más� allá� de� la� macroglía,� la� glia� comprende� la� microglía,� células� gliales� de� origen� no�

neuronal� (del� mesodermo)� y� que� derivan� de� macrófagos� que� invaden� el� cerebro� durante�

etapas� iniciales�del�desarrollo� (Graeber�y�Streit,�2010).�Por�otro� lado,�en�el� sistema�nervioso�

periférico� (SNP)� el� principal� tipo� de� célula� glial� son� las� células� de� Schwann,� que� envuelven� y�

milienizan�los�axones�periféricos�(Mirsky�y�Jessen,�1996).�
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�
�

Figura�5.� Tipos�de� células�neurales.�Las� células� neurales� se� pueden� clasificar� en� neuronas� y� células� gliales,� estas�

últimas�mucho�más�numerosas.�Existen�diferentes�tipos�de�células�gliales�pertenecientes�tanto�al�SNC�como�al�SNP.�

Los�astrocitos�son�el�tipo�celular�glial�más�abundante�del�SNC.�Figura�modificada�de�Verkhratsky�y�Butt,�2007.�

�

Los�astrocitos�son�las�células�más�numerosas�y�diversas�del�SNC.�Su�morfología�es�muy�variada�

pero�la�mayoría�tienen�una�morfología�estrellada.�Una�característica�típica�de�los�astrocitos�es�

la� expresión� de� los� filamentos� intermedios,� compuestos� mayoritariamente� por� la� proteína�

ácida� fibrilar� de� la� glia� (GFAP)� y� la� vimentina.� Por� eso,� la� expresión� de� GFAP� se� utiliza� como�

marcador�específico�para� la� identificación�de�astrocitos�(Eng�y�col.,�2000),�aunque�parece�ser�

que�no�todos�los�astrocitos�expresan�GFAP�(Kimelberg,�2004).��

El�término�astroglía�engloba�a�un�conjunto�de�diversas�células�gliales.�El�más�abundante�son�los�

astrocitos,� que� comprende� los� astrocitos� protoplasmáticos� y� fibrosos� localizados�

respectivamente�en�las�sustancias�gris�y�blanca.�El�segundo�gran�grupo�de�células�astrogliales�

son� la� glia� radial,� células� bipolares� con� un� cuerpo� ovoide� y� proyecciones� alargadas.�

Normalmente� tienen� dos� proyecciones,� una� hacia� la� pared� ventricular� y� la� otra� hacia� la�

superficie�de�la�piamadre.�La�presencia�de�la�glia�radial�es�un�signo�del�cerebro�en�desarrollo�ya�

que� son� las� primeras� células� que� se� derivan� de� los� precursores� neurales� (Campbell� y� Götz,�

2002).� Desde� etapas� iniciales� de� la� embriogénesis,� la� glia� radial� forma� una� plataforma� que�

asiste� a� la� migración� neuronal.� En� la� madurez� del� SNC� esta� glia� radial� desaparece� para�

convertirse�en�astrocitos,�permaneciendo�como�tal�solamente�en�la�retina�y�cerebelo�(Soriano�

y�col.,�1997;�Quesada�y�col.,�2004).��

�
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2.1.� Ontogenia�de�las�células�astrogliales��

�

Durante�mucho�tiempo�se�había�especulado�que�los�neuroblastos�y�glioblastos�aparecían�muy�

al� principio� del� desarrollo� y� que� eran� dos� poblaciones� celulares� distintas� productoras� de�

neuronas� o� células� gliales,� respectivamente� (Figura� 6).� Asimismo,� se� hipotetizaba� que� estas�

células�precursoras�solamente�aparecían�en�el�desarrollo�y�se�ausentaban�en�el�cerebro�adulto,�

ver�Figura�6.�Actualmente,�se�sabe�que�todas�las�células�neurales�derivan�del�neuroepitelio�que�

forma�el�tubo�neural.�Estas�células�son�pluripotenciales�y�se�definen�como�precursores��

�
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�
Figura� 6.�Ontogenia�de� las� células�neurales.�Tradicionalmente� se� creía� que,� solamente� en� etapas� del� desarrollo,�

existían� precursores� neuronales� y� gliales� capaces� de� diferenciarse� dando� lugar� a� neuronas� y� células� gliales,�

respectivamente.�Actualmente�se�sabe�que�un�único�precursor�neural�es�capaz�de�dar�tanto�neuronas�como�células�

gliales,� que� está� presente� en� el� cerebro� adulto� y� que� posee� características� de� la� glia.� Figura� modificada� de�

Verkhratsky�y�Butt,�2007.��

�

neurales�ya�que�su�progenie�puede�diferenciarse�a�precursoras�gliales�o�neuronales�(glioblastos�

o� neuroblastos)� que� posteriormente� pueden� acabar� dando� neuronas� o� células� macrogliales�

(Kriegstein�y�Álvarez�Buylla,�2009)� (Figura�6).�Además,�el�cerebro�adulto�contiene�numerosos�

precursores� neurales� con� características� gliales,� las� cuales� pueden� proporcionar� nuevas�

neuronas�(Doetsch,�2003).�
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El�desarrollo�de�astrocitos�y�oligodendrocitos�a�partir�de�precursores�gliales�pasa�por�diferentes�

etapas.�Primero�se�forma�un�precursor�glia�bipotencial,� llamado�O�2A�(oligodendrocito�tipo�2�

astrocito)�que�puede�llegar�a�diferenciarse�a�cualquier�tipo�de�célula�glial�(Raff�y�col.,�1983).�Los�

precursores� gliales� son� pequeños,� con� pocas� prolongaciones� y� móviles,� pudiendo� migrar� por�

toda�la�sustancia�blanca�y�gris�cerebral.�A�medida�que�migran,�estos�precursores�se�diferencian�

y� adquieren� marcadores� astrocitarios� u� oligodendrocitarios.� En� el� lóbulo� frontal,� los�

precursores�neurales�de�la�zona�subventricular�migran�hacia�la�sustancia�blanca�de�la�corteza,�y�

se� convierten� en� astrocitos,� oligodendrocitos� y� glia� NG2� (Levison� y� Goldman,� 1993;� Luskin,�

1993;� Luskin� y� McDermott,� 1994).� En� el� cerebelo,� la� glia� de� Bergmann� y� algunos� astrocitos�

derivan�de�la�glia�radial,�y�más�adelante�en�el�desarrollo�migrarán�desde�un�área�dorsal�hacía�la�

el� cuarto� ventrículo� dando� lugar� a� astrocitos� y� oligodendrocitos� (Zhang� y� Goldman� ,1996;�

Milosevic� y� Goldman,� 2002).� En� la� retina� embrionaria,� un� mismo� precursor� dará� lugar� a�

neuronas� y� células� de� Müller,� mientras� que� precursores� gliales� que� migran� hacía� el� nervio�

óptico� se� diferencian� a� astrocitos� (Skoff� y� Knapp,� 1991).� Por� último,� en� la� espina� dorsal�

astrocitos�y�oligodendrocitos�derivan�de�diferentes�precursores�de�la�zona�ventricular�(Pringle�

y�col.,�2003).��

En�los�mamíferos�la�neurogénesis�puede�darse�en�adultos,�en�ciertas�condiciones,�provocando�

la� aparición� de� nuevas� neuronas� que� se� añaden� a� los� circuitos� neurales.� No� obstante,� esta�

presentación� de� nuevas� neuronas� está� restringida� a� zonas� como� el� hipocampo� (zona�

subgranular)�y�el�bulbo�olfativo�(zona�subventricular).�En�estas�regiones�las�células�madre�tiene�

propiedades�astrocitarias�(Goldman,�2003;�Horner�y�Palmer,�2003).�

�

2.2. Tipos�de�astroglía�

�

Además�de�los�conocidos�astrocitos�protoplasmáticos�y�fibrosos�de�las�sustancias�gris�y�blanca,�

respectivamente,� existen� diversos� tipos� de� células� astrogliales� especializadas,� localizadas� en�

regiones�específicas�del�SNC�(Figura�7).�A�continuación�explicamos�brevemente�algunos�de�los�

distintos�tipos�de�astroglía.��

�

Astrocitos�protoplasmáticos�

Presentes�en�la�sustancia�gris�y�están�dotados�de�proyecciones�pequeñas�(	�50
m),�elaboradas�

y�complejas.�Estas�prolongaciones�rodean�a�vasos�sanguíneos,�forman�múltiples�contactos�con�

las� neuronas� o� la� piamadre.� La� densidad� de� estos� astrocitos� en� la� corteza� es� de� 10.000�

30.000/mm3�y�ocupan�un�área�de�hasta�80.000�
m2�(Distler�y�col.,�1991;�Bushong�y�col.,�2002;�

Chao�y�col.,�2002).�
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Astrocitos�fibrosos��

Localizados� en� la� sustancia� blanca.� Sus� proyecciones� son� largas� (	� 300� 
m)� pero� menos�

elaboradas�que�las�de�los�astrocitos�protoplasmáticos�y�contactan�con�los�vasos�sanguíneos,�la�

piamadre�y�los�axones�a�nivel�de�los�nódulos�de�Ranvier.�La�densidad�de�estos�astrocitos�es�de�

aproximadamente�200.000/mm3�(Butt�y�col.,�1994a,�1994b).�

�

Células�de�Müller�

Es�una�glia�radial�especializada�de�la�retina,�que�contacta�con�neuronas�de�la�retina�y�extiende�

sus� prolongaciones� a� lo� largo� de� la� línea� de� conos� y� bastones.� En� regiones� concretas� de� la�

retina� adquieren� un� fenotipo� similar� al� de� los� astrocitos� protoplasmáticos.� En� humanos,�

ocupan�un�20%�del�volumen�de�la�retina�(su�densidad�es�de�25.000/mm2)�y�una�sola�célula�de�

Müller�sostiene�a�16�neuronas�(Sarthy�y�Ripps,�2001).�

�

Glia�de�Bergmann�

Son�los�astrocitos�radiales�del�cerebelo�de�los�vertebrados.�Tienen�un�soma�pequeño�(15�
m�

de�diámetro)�y�entre�3�6�proyecciones�que�se�extienden�desde�la�capa�de�células�de�Purkinje�

hasta� la�piamadre.�En�los�roedores,�8�células�de�la�glia�de�Bergmann�rodean�una�neurona�de�

Purkinje,�y�sus�proyecciones�envuelven�las�dendritas�neuronales.�Las�proyecciones�de�la�glia�de�

Bergmann� suministran� cobertura� en� las� sinapsis� (una� sola� célula� cobija� entre� 2.000�6.000�

sinapsis)�(Reichenbach�y�col.,�1995;�Grosche�y�col.,�1999,�2002).�

�

Astrocitos�interlaminares��

Son�específicos�de�la�corteza�cerebral�de�los�grandes�primates�y�poseen�largas�proyecciones�(	�

1mm)� que� se� extiende� desde� el� soma� (localizado� en� la� capa� subgranular)� hasta� la� IV� capa�

cortical.�Se�desconoce�su�función�aunque�podrían�estar�involucradas�en�delimitar�los�módulos�

corticales�que�se�extienden�a�través�de�las�capas�corticales�(Colombo�y�col.,�1995,�2001).�

�

Tanicitos�

Son� astrocitos� especializados� hallados� en� órganos� periventriculares,� la� hipófisis� y� la� espina�

dorsal.� En� los� órganos� periventriculares,� los� tanicitos� forman� una� barrera� con� capilares�

sanguíneos� que� contiene� uniones� defenestradas.� Esto� permite� cierta� permeabilidad� entre� el�

parénquima�neural�y�el�fluido�cerebroespinal�(Wolburg�y�Paulus,�2010).�

�

�

�
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Pituicitos��

Son� astrocitos� de� la� neurohipófisis.� Sus� proyecciones� envuelven� los� axones� secretores� y�

terminaciones�axonales�en�reposo�(Rosso�y�Mienville,�2009).�
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Figura�7.�Diferentes�tipos�de�células�astrogliales�en�el�SNC.�I:�tanicito,�II:�glia�de�Bergmann,�III:�astrocito�marginal;�

IV:� astrocito� protoplasmático,� V:� astrocito� velate,� VI:� astrocito� fibroso,� VII:� astrocito� perivascular,� VIII:� astrocito�

interlaminar,� IX:� astrocito� inmaduro,� X:� ependimocito,� XI:� célula� del� plexo� coroideo.� Figura� modificada� de�

Kettenmann�y�Ransom,�2005.�

�

2.3� Funciones�de�la�astroglía�

�

Las� células� astrogliales� sirven� para� una� gran� y� diversa� variedad� de� funciones,� vitales� para� el�

correcto� funcionamiento� del� cerebro� durante� el� desarrollo.� En� este� periodo� la� astroglía�

participa� en� el� control� de� la� arquitectura� cerebral,� la� vascularización,� el� metabolismo� y� el�

microambiente�del�SNC.�

�

�
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1.���DESARROLLO�

La�neurogénesis�en�el�cerebro�adulto�humano�está� localizada�únicamente�en�el�hipocampo�y�

en�la�zona�subventricular,�y�en�ambas�regiones�las�células�madre�que�dan�lugar�a�neuronas�se�

consideran�astrogliales�porque:�1)�expresan�GFAP,�2)�conectan�con�los�vasos�sanguíneos,�3)�no�

son�excitables,�y�4)�expresan�predominantemente�canales�de�K+.�Los�precursores�que�residen�

en�estas�dos�regiones�son�multipotenciales,�pudiendo�originar�neuronas�y�glia.�Por�el�contrario,�

la�gliogénesis� tiene� lugar� en� todas� las� regiones�cerebrales,� y� la� zona�de�generación�define�el�

tipo�de�glia�que�se�producirá�(Goldman,�2003;�Horner�y�Palmer,�2003).��

Las�primeras�células�neurales�a�desarrollarse�son� la�glia�radial,�después� los�precursores�de� la�

zona�ventricular�y�subventricular�migran�hasta�sus�destinos�dando�lugar�a�todo�tipo�de�células�

neurales.�Una�de�las�principales�funciones�de�la�glia�radial�es�la�proveer�de�una�estructura�para�

orientar� la� migración� de� los� precursores� neurales.� Posteriormente,� la� glia� radial� fetal�

desaparece�y�se�transforma�en�astrocitos�(Mori�y�col.,�2005).�Además,�en�etapas�embrionarias�

los�astrocitos�forman�canales�que�orientan�y�fomentan�el�crecimiento�axonal.�El�caso�opuesto�

sucede�en�el�cerebro�adulto�donde�los�astrocitos�maduros�inhiben�el�crecimiento�axonal�(e.j.:�

la�cicatriz�glial)�(Shu�y�Richards,�2001).��

Recientemente� se� ha� descubierto� que� además� de� neuronas,� las� células� gliales� regulan� las�

sinapsis� neuronales.� En� mamíferos,� en� los� primeros� días� postnatales� se� forma� un� elevado�

número� de� sinapsis� que� vienen� acompañadas� de� una� generación� de� astrocitos,� los� cuales�

colaboran�en� la�aparición�de�estas� sinapsis.�Esto�se�debe�a�que� los�astrocitos:�1)�producen�y�

secretan� colesterol� formando� nuevas� membranas,� 2)� secretan� hormonas� esteroideas� que�

actúan�como�señales�sinápticas�y�3)�expresan�agrina,�proteína� implicada�en� la�generación�de�

sinapsis� (Mauch�y�col.,�2001).�Además,� los�astrocitos�controlan� la�maduración�de� las�sinapsis�

aumentando�la�densidad�de�receptores�postsinápticos,�gracias�a�la�liberación�de�factores�como�

el� factor� de� necrosis� tumoral� (TNF�)� y� el� ADNF� (Schwartz,� 1992;� Bilbo� y� Schwartz,� 2009).�

Finalmente,� las� prolongaciones� astrocitarias� participan� en� la� eliminación� de� la� sinapsis�

entrando�en�la�hendidura�sináptica,�cierran�el�contacto�y�sustituyen�la�sinapsis�por�otra.�

�

2.���ESTRUCTURAL�

Los� astrocitos� protoplasmáticos� en� la� sustancia� gris� controlan� y� se� reparten� su� territorio� sin�

solaparse�entre�ellos,�contactando�con�los�vasos�sanguíneos�y�las�sinapsis�neuronales�(Figura�8,�

entre�1x106�2x106�sinapsis/astrocito).�Las�prolongaciones�astrocitarias�proporcionan�el�sostén�

o�soporte�necesario�gracias�a�que�captan�la�actividad�transcurrida�en�su�dominio�(Lin�y�Bergles,�

2004).��

�
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3.�–�VASCULAR�

El� tejido� neuronal� está� separado� del� torrente� sanguíneo� por� tres� sistemas:� 1)� la� barrera� del�

plexo�coroideo�CSF;�2)�la�barrera�que�separa�el�líquido�cefalorraquídeo�presente�en�el�espacio�

subaracnoideo� y� 3)� la� barrera� hematoencefálica� entre� los� capilares� intracerebrales� y� el�

parénquima�cerebral,�formando�uniones�estrechas�entre�las�células�endoteliales�(Figura�8).�La�

barrera� se� extiende� por� todo� el� cerebro� a� excepción� de� los� órganos� circumventriculares,� la�

neurohipófisis,� la� glándula� pineal,� órganos� subfornicales� y� la� lámina� terminalis.� Las� células�

endoteliales�del�SNC�se�diferencian�del�resto�en�que�las�primeras�forman�numerosas�uniones�

estrechas,� que� previenen� el� transporte� paracelular� de� macromoléculas.� Anatómicamente,� la�

barrera� está� formada� por� prolongaciones� astrocitarias� que� rodean� las� células� endoteliales�

(Figura�8).�Los�astrocitos�secretan�factores�solubles�como�el�TGF��y�el�GDNF,�que�favorecen�la�

formación�de�uniones�estrechas�y�estimulan�la�polarización�de�la�membrana�luminal�y�basal�de�

las�células�endoteliales,�debido�a�la�expresión�de�canales�iónicos�y�proteínas�involucradas�en�el�

transporte.� Las� células� endoteliales� también� señalizan� a� los� astrocitos� para� secretar� factor�

inhibidor� de� leucemia� (LIF)� el� cual� promueve� la� maduración� astrocitaria.� Esta� maduración�

conlleva� la� expresión� de� receptores� (aquaporina� 4)� o� canales� iónicos� (canales� de� K+)� en� la�

membrana� de� los� astrocitos� (Rubin� y� Staddon,� 1999;� Abbott� y� col.,� 2006;� Iadecola� y�

Nedergaard,�2007).��

La�principal�función�de�la�barrera�hematoencefálica�es�la�de�formar�un�sustrato�para�el�sostén�

homeostático�del�cerebro.�Las�células�endoteliales�poseen�una�permeabilidad�selectiva�gracias�

a� los�transportadores�específicos�de�sus�membranas:�1)�transportadores�de�unión�a�adenina,�

que� excretan� compuestos� xenobióticos;� 2)� transportadores� de� aminos� ácidos;� 3)�

transportadores� de� glucosa,� GLUT1;� e� 4)� intercambiadores� iónicos.� Las� membranas� de� las�

prolongaciones�astrocitarias�están�enriquecidas�con�numerosos�receptores,�transportadores�y�

canales� que� median� en� la� comunicación� entre� las� células� gliales� y� endoteliales� y� regulan� la�

interfaz�glia�vascular.�Cada�prolongación�astrocitaria�contacta�con�un�capilar,�estableciendo�así�

unidades� neurovasculares� independientes� (Rubin� y� Staddon,� 1999;� Abbott� y� col.,� 2006;�

Iadecola�y�Nedergaard,�2007).��

Por� otro� lado,� también� se� ha� observado� que� señales� de� Ca2+� originadas� por� la� actividad�

neuronal� entran� en� las� prolongaciones� astrocitarias� provocando� una� liberación� de� factores�

vasodilatadores� o� vasoconstrictores� en� los� capilares,� lo� que� conlleva� a� una� regulación� de� la�

microcirculación�cerebral�(Iadecola�y�Nedergaard,�2007).��

�
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�

Figura�8.�Estructura�de�la�unidad�neurovascular.�En�el�SNC�las�células�endoteliales�de�los�capilares�sanguíneos�están�

envueltas�por�los�pies�astrocitarios�que�fomentan�la�formación�de�uniones�estrechas�entre�las�células�endoteliales.�

Figura�de�Iadecola�y�Nedergaard,�2007.�

�

4.���MICROAMBIENTAL�

El� control� de� la� homeostasis� iónica� extracelular� en� el� cerebro� es� vital� para� mantener� el�

potencial� de� reposo� y� la� excitabilidad� neuronales.� El� espacio� extracelular� contiene�

concentraciones� elevadas� de� Na+� y� de� Cl�� y� concentraciones� bajas� de� K+,� porque� las� células�

neurales�contienen�en�el�citoplasma�altas�concentraciones�de�K+�y�bajas�de�Na+.�Este�gradiente�

iónico�se�consigue�gracias�a�múltiples�sistemas�de�transporte�iónico,�bien�por�difusión�(canales�

iónicos)� o� a� expensas� de� energía� (bombas� e� intercambiadores� iónicos).� Por� su� parte,� los�

astrocitos� regulan� esta� concentración� extracelular� de� K+� mediante� canales� de� K+� y�

transportadores�o�bien�con�su�‘tamponamiento�espacial’.�Este�último�consiste�en�que�el�K+�que�

entra�en�la�célula�se�distribuye�por�toda�la�red�astrocitaria�por�corrientes�intracelulares�a�través�

de�uniones�GAP.�Posteriormente,�el�K+�se�excreta�en�la�zona�intersticial�que�acabará�saliendo�al�

torrente�sanguíneo�(Kofuji�y�Newman,�2004).��
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En� cuanto� al� Cl�,� las� concentraciones� intracelulares� son� bajas� en� neuronas� pero� elevadas� en�

astrocitos,� ya� que� para� regular� el� intercambio� de� Na+� y� K+� utilizan� transportadores� de�

Na+/K+/2Cl��(Walz,�2002).��

La�concentración�de�Ca2+�es�baja�en�el�medio�extracelular�y�todavía�más�en�el�citosol.�Por�ello,�

una�bajada�de� la�concentración�extracelular�de�Ca2+�provoca�una� liberación� intracelular�en�el�

retículo� endoplasmático� de� los� astrocitos,� que� llega� al� espacio� extracelular� mediante�

intercambiadores�de�Na+/Ca2+�(Deitmer�y�Verkhratsky,�1998).�

El�glutamato�es�el�principal�neurotransmisor�excitador�del�SNC�y�su�concentración�extracelular�

debe� ser� siempre� muy� baja� ya� que� es� muy� neurotóxico� (Pasti� y� col.,� 1995).� Los� astrocitos�

regulan� su� concentración� extracelular,� delimitando� morfológicamente� las� sinapsis�

glutamatérgicas�y�sellando�la�hendidura�sináptica.�Además,�el�glutamato�liberado�es�recogido�

rápidamente�por� los�transportadores�de�glutamato�presentes�en�las�membranas�astrocitarias�

(Hertz�y�col.,�1999).�Finalmente,� los�astrocitos�metabolizan�el�glutamato�captado�a�glutamina�

(no� neurotóxica)� y� lo� liberan� para� que� sea� recaptado� por� el� terminal� neuronal� presináptico�

(Magistretti�y�Pellerin,�1999).��

El� intercambio� de� agua� entre� la� sangre� y� el� parénquima� cerebral� está� regulado� por� las�

aquaporinas� (canales� de� agua)� concentradas� en� los� terminales� astrocitarios.� Los� astrocitos�

también�regulan�la�entrada�de�agua�mediante�receptores�de�vasopresina�(V1),�y�por�el�sistema�

renina�angiotensina�(Simard�y�Nedergaard,�2004).�

�

5.�–�METABÓLICO�

El�cerebro�produce�energía�oxidando�la�glucosa�y�el�oxígeno�que�recibe�del�torrente�sanguíneo.�

La� glucosa� es� captada� por� los� transportadores� de� glucosa� GLUT1� existentes� en� las� células�

endoteliales�y�luego�se�secreta�al�espacio�intersticial.�Posteriormente,�se�acumula�en�las�células�

neurales� a� través� de� los� transportadores� de� glucosa� (GLUT3� en� neuronas� y� GLUT1� en�

astrocitos).� Con� el� fin� de� mantener� los� gradientes� iónicos� transmembranales� las� neuronas�

consumen�el�90�%�de�la�energía,�mientras�que�las�células�gliales�el�10%�restante.�Sin�embargo,�

la�acumulación�de�glucosa�es�igual�en�ambas.�Esto�implica�la�utilización�de�un�intermediario�de�

la� glucosa,� el� lactato,� que� es� sintetizado� en� las� células� gliales� y� transportado� hasta� las�

neuronas.� Esta� vía� se� conoce� como� la� glicólisis� aeróbica� (Figura� 9),� donde� la� glucosa� pasa�

primero� a� piruvato� y� posteriormente� a� lactato� en� la� presencia� de� oxígeno.� Esto� último� se�

realiza� a� través� de� la� enzima� lactato� deshidrogenada� tipo� 5� (LDH5).� Este� proceso� está�

estrechamente�ligado�con�la�acumulación�y�procesamiento�del�glutamato�durante�la�sinapsis.�

El� glutamato� entra� en� los� astrocitos� y� provoca� un� incremento� de� Na+� intracelular,� que� es�

secretado� mediante� bombas� de� Na+/K+,� activadoras� de� la� fosfoglicerato� quinasa� (PGK)� que�



Introducción�
 

53�

estimula�la�producción�de�lactato.�Posteriormente,�el�lactato�es�llevado�hasta�las�neuronas�por�

dos�transportadores�de�monocarboxylasa�(MCT�1,�en�astrocitos;�MCT�2,�en�neuronas).�Una�vez�

llega�a�las�neuronas,�el�lactato�es�convertido�en�piruvato�por�la�LDH1�y�utilizado�para�producir�

energía.� Este� sistema� está� regulado� por� la� demanda� energética� neuronal,� ya� que� los�

transportadores�de�glucosa�presentes�en�los�astrocitos�(GLUT1)�incrementan�su�captación�por�

estimulación�del�glutamato�secretado�durante�la�sinapsis�(Pellerin�y�col.,�2007).��

�
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Figura� 9.� Esquema� del� acoplamiento� metabólico� entre� neuronas� y� astrocitos.� Los� astrocitos� juegan� un� papel�

fundamental�en�el�aporte�energético�neuronal.�Mediante�el�proceso�de�glicólisis�aeróbica� los�astrocitos�producen�

lactato�que�es�consumido�por�las�neuronas.�Este�proceso�se�puede�regular�mediante�la�señalización�glutamatérgica�

neuronal.� GLUT1� y� GLUT3:� transportadores� de� glucosa,� MCT1,� MCT2� y� MCT4:� transportadores� de� ácidos�

monocarboxílicos,� GLAST:� transportadores� de� glutamato,� GLT1:� transportador� glial� 1,� AMPAR:� receptor� de� ácido�

alfa�amino�3�hidroxi�5�metil�4�isoxazolpropiónico,� NAD+:� Glicerol�3�fosfato� deshidrogenada,� NADH:� nicotinamida�

adenina�dinucleótido,�ATP:�adenosina�trifosfato.�Figura�modificada�de�Pellerin�y�col.,�2007.�

�

Cuando� existe� una� estimulación� intensa� del� SNC,� se� moviliza� glucógeno� y� se� transforma� en�

glucosa�para�hacer�frente�a�toda�esa�demanda.�El�glucógeno�en�el�SNC�está�almacenado�casi�

exclusivamente�en�los�astrocitos�(Pellerin�y�col.,�2007).�

�
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6.���SEÑALIZACIÓN�

Los� astrocitos� juegan� un� papel� muy� importante� en� la� regulación� de� la� sinapsis.� Controlan� la�

concentración�de�neurotransmisores�en�la�hendidura�sináptica:�1)�en�el�caso�de�amino�ácidos�

(e.j.:�glutamato,�GABA,�o�monoaminas)�a�través�de�transportadores�gliales�específicos,�y�2)�en�

sinapsis� colinérgicas� los� astrocitos� sintetizan� y� secretan� proteínas� de� unión� a� acetilcolina� y�

atenúan� así� la� señal� sináptica.� Por� otro� lado,� los� astrocitos� controlan� la� sinapsis� mediante�

gliotransmisores�que�tienen�efectos�sobre�la�sinapsis.�Por�ejemplo,�la�liberación�de�glutamato�

puede�activar�la�secreción�de�GABA�en�interneuronas�conectadas�a�neuronas�piramidales.�Por�

último,� los� astrocitos� pueden� modular� la� transmisión� sináptica� liberando� ATP,� que� inhibe�

sinapsis� glutamatérgicas� a� través� de� la� catálisis� de� ATP� a� adenosina� y� actuando� sobre�

receptores� de� adenosina� (Auld� y� Robitaille� 2003;� Allen� y� Barres,� 2005;� Pascual� y� col.,� 2005;�

Halassa�y�Haydon,�2010).�

La� proximidad� de� los� astrocitos� en� las� sinapsis� llevó� a� un� nuevo� concepto� de� organización�

sináptica� conocido� como� la� ‘sinapsis� tripartita’.� En� estas� sinapsis� participan� el� terminal�

presináptico,� la� membrana� postsináptica� neuronal� y� el� astrocito.� Los� neurotransmisores� se�

liberan� del� terminal� presináptico� y� activan� los� receptores� en� las� membranas� postsináptica�

neuronal� y� perisináptica� astroglial.� Esto� genera� un� potencial� postsináptico� en� las� neuronas� y�

señales� de� Ca2+� en� los� astrocitos.� Esta� señal� de� Ca2+� se� puede� propagar� y� puede� liberar�

gliotransmisores�que�se�dirigirán�a�los�terminales�pre�y�postsinápticos�neuronales.�Por�lo�tanto,�

en� las� sinapsis� tripartitas� existe� una� comunicación� bidireccional� entre� las� neuronas� y� los�

astrocitos�(Araque�y�col.,�1999;�Volterra�y�Meldolesi,�2005).�

�

�

3.� Los�filamentos�de�actina�
�

�

3.1. La�molécula�de�actina�

�

La� actina� es� una� proteína� globular� de� 43� kDa,� y� el� componente� principal� de� los� filamentos.�

Además�es�la�proteína�más�abundante�en�la�mayoría�de�los�tipos�celulares.�Su�secuencia�está�

muy�conservada�a�lo�largo�de�la�evolución,�existiendo�en�vertebrados�seis�isoformas,�cada�una�

codificada�por�un�gen�diferente� (Yao�y� col.,�1995).� Las�distintas� isoformas�son�específicas�de�

tejido,�presentando�las�células�de�tejido�muscular�las�isoformas���y��,�mientras�que�las�células�
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no�musculares�poseen�mayoritariamente�las�isoformas���y���(Vanderkerckhore�y�Weber,�1984;�

Kovilur�y�col.,�1993;�Fagotti�y�col.,�1998).�

La�actina�puede�existir�en�forma�monomérica�o�globular�(G�actina)�y/o�de�forma�filamentosa�o�

polimerizada� (F�actina).� En� la� F�actina,� los� monómeros� se� ensamblan� dando� lugar� a� la�

formación�de�filamentos�que�cuentan�con�propiedades�bioquímicas�y�biofísicas�particulares.�La�

transición� de� un� estado� a� otro� le� confiere� una� gran� flexibilidad� y� le� permite� participar� de�

manera� determinante� en� una� gran� cantidad� de� procesos� celulares.� Por� eso� mismo,� la� célula�

debe�regular�la�actina�disponible�así�como�el�estado�(G��o�F�actina)�en�que�se�encuentra.�Para�

ello,�además�de� las�propiedades�de� la�molécula�de�actina�y�de� los� filamentos�que�conforma,�

cuenta�con�la�colaboración�de�proteínas�que�se�unen�a�la�actina.��

La�célula�regula�el�proceso�de�polimerización�para�formar�filamentos,�así�como�la�organización�

de�esos�filamentos�para�constituir�unas�estructuras�u�otras�(el�citoesqueleto�de�actina)�(Chen�y�

col.,�2000;�Rohn�y�Baum,�2010).�Esta�función�en�concreto�compete�a�las�proteínas�de�la�familia�

de� las�RhoGTPasas,�cuya�actividad�está�gobernada�por�estímulos�extracelulares�que�recibe� la�

célula� (explicado� más� ampliamente� en� el� apartado� 4).� Además,� existen� proteínas� motoras�

llamadas� miosinas� que� se� desplazan� a� lo� largo� de� los� filamentos� de� actina.� Existen� diversas�

miosinas�y�sus�funciones�son�muy�variadas,�pero�cabe�destacar�su�papel�en�el�movimiento�de�

orgánulos,�vesículas�de�transporte�así�como�otras�moléculas�individuales�(de�Pina�y�Langford,�

1999;�Schliwa�y�Woehlke,�2003;�Vale,�2003).�

�

3.2.�� Proceso�de�polimerización�de�actina�

�

Los�filamentos�de�actina,�también�conocidos�como�microfilamentos�(MF),�son�una�estructura�

muy� dinámica.� La� unión� de� cada� monómero� modifica� su� posición� respecto� al� monómero�

anterior� mediante� sendos� movimientos� de� traslación� (	� 2,75� nm)� y� de� rotación� (	� �166o),� lo�

cual� origina� una� hélice� dextrógira� de� F�actina� a� partir� de� dos� cadenas� paralelas� de� G�actina�

polimerizada� (Sheterline� y� col.,� 1995).� Por� lo� tanto,� una� unidad� de� F�actina� consiste� en� una�

hélice�de�diámetro�estimado�de�entre�6�y�8�nm�que�contiene�28�moléculas�de�G�actina�con�una�

longitud� de� 72� nm� por� vuelta� completa� (Figura� 10).� La� F�actina� presenta� una� polaridad,� en�

donde� se� distingue� un� extremo� (+)� y� un� extremo� (�).� Esta� nomenclatura� se� debe� a�

observaciones�en�el�microscopio�electrónico�de�MF�decorados�con�fragmentos�S1�de�la�cadena�

pesada� de� la� miosina� II,� que� confieren� a� la� F�actina� un� aspecto� similar� a� punta� de� flecha,�

correspondiendo� la� punta� al� extremo� (�)� o� pointed� end� y� la� base� al� extremo� barbado� (+)� o�

barbed�end� (Figura�10).�Esta�estructura�polarizada�de�los�filamentos�aporta�una�vía�a�lo�largo�

de�la�cual�las�miosinas�pueden�generar�fuerzas�en�la�dirección�adecuada,�del�extremo�(–)�al�(+).�
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Los�monómeros�de�actina�presentan�una�hendidura�en�el�centro�de�la�molécula�a�la�que�se�une�

ATP�o�ADP�y�a�los�cationes�de�Mg2+�y�Ca2+.�Asimismo,�la�molécula�de�actina�puede�hidrolizar�el�

ATP�o�intercambiar�el�ADP�por�el�ATP�(Figura�11).�Inicialmente,�en�la�polimerización�la�unión�a�

Mg2+�y�ATP�activa�la�G�actina�tras�unos�cambios�conformacionales�que�le�confieren�capacidad

Extremo�(�) Extremo�(�)

Extremo�(+)Extremo�(+)

�
Figura�10.�Estructura�de�la�actina.�A�y�B)�Estructura�de�la�molécula�de�actina.�Las�superficies�cóncavas,�marcadas�por�

líneas� discontinuas� corresponden� a� los� sitios� de� unión� de� proteínas.� Los� subdominios� 1� y� 3� es� donde� se� añaden�

monómeros�de�actina�y�proteínas�de�coronado/bloqueo.�Imágenes�de�microscopia�electrónica�que�muestran�la�C)�

estructura�de�un� filamento�de�actina,� filamentos�de�actina�estabilizados�con� faloidina�y� (D)� filamentos�decorados�

con�fragmento�S1�de�la�cadena�pesada�de�la�miosina�II�(E).�Figura�modificada�de�Holmes�y�col.,�1990;�Lorenz�y�col.,�

1993;�Puius�y�col.,�1998;�Schoenenberger�y�col.,�1999;�Aguda�y�col.,�2005.�

�

de� polimerizar.� Seguidamente,� tres� monómeros� de� actina� se� unen� entre� sí� para� formar� el�

oligómero� o� núcleo� de� polimerización� en� el� proceso� de� ‘nucleación’.� Este� proceso� es�

desfavorable� cinéticamente.� Posteriormente,� en� la� ‘elongación’,� los� monómeros� activos,�

unidos�a�ATP�se�incorporan�en�el�extremo�(+)�del�filamento�(Engel�y�col.,�1977;�Drenckhahn�y�

Pollard,�1986),�mientras�que�en�el�extremo�opuesto�o�extremo�(–)�los�monómeros�hidrolizan�el�

ATP� a� ADP+Pi� (Figura� 11).� El� ADP� es� retenido� en� el� monómero� de� actina,� el� cual� sufre� un�
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cambio� conformacional� y� es� liberado� del� filamento.� Ya� libre,� el� monómero� de� actina� puede�

volver�a�intercambiar�ADP�por�ATP�y�volver�a�unirse�al�extremo�(+)�(Figura�11).�En�condiciones�

fisiológicas,�las�células�mantienen�constante�el�tamaño�de�los�filamentos�de�actina�alcanzando�

una� fase� de� equilibrio� de� intercambio� de� monómeros� de� actina� (Wegner,� 1982;� Nakajima� y�

col.,�1997).�En�estas�condiciones�la�célula�tiene�una�concentración�estándar�de�actina�(Cs),�que�

permite�la�adición�de�monómeros�de�actina�en�el�extremo�(+)�y�la�eliminación�en�el�extremo�(–

),� por� lo� que� no� se� produce� polimerización� neta� ya� que� ambos� fenómenos� quedan�

compensados� (Figura� 11).� Para� que� se� produzca� la� polimerización� neta� debe� existir� una�

concentración�de�actina�superior�a�la�concentración�crítica�o�mínima�(Cc).�Como�la�Cc�necesaria�

del� extremo� positivo� es� menor� que� la� Cc� necesaria� del� extremo� negativo,� la� adición� de�

monómeros�de�ATP�actina�ocurre�mayoritariamente�por�el�extremo�(+)�y�la�despolimerización�

por�el�extremo�(–)�(Pollard,�1986;�Carlier�y�Pantaloni,�1997;�Cooper�y�Schafer,�2000).��

�

Baja�concentración�
crítica�(Cc)

Alta�concentración�
crítica�(Cc)

ATP�actina ADP�Pi�actina ADP�actina
�

Figura�11.�Dinámica�de�polimerización�y�despolimerización�de�actina.�Recambio�de�monómeros�de�actina�en�un�

filamento�en�fase�de�equilibrio.�Figura�modificada�de�Chen�y�col.,�2000.�

�

3.3.� Proteínas�de�unión�a�actina�(ABPs)�

�

En�determinadas�circunstancias�es�necesario�que�el� recambio�de�monómeros�de�actina�en�el�

filamento� ocurra� a� mayor� velocidad� que� la� habitual� (e.j.:� formación� del� lamelipodios� en� el�



Introducción 

 

58�

frente�migratorio).�La�elongación�del�filamento�depende�de�la�concentración�de�G�actina�libre�

en�el�medio.�Para�ello�hay�proteínas�de�unión�a�actina�(ABPs)�que�secuestran�monómeros�de�

actina� evitando� la� nucleación� espontánea� de� nuevos� filamentos.� Como� ejemplo� de� ello�

tenemos� a� la� profilina� y� la� timosina� ��4.� La� profilina� se� une� a� monómeros� unidos� a� ATP,�

mientras� que� la� timosina� ��4� además� de� unirse� a� ATP�actina� bloquea� las� reacciones� de�

ensamblaje� de� actina� para� formar� el� filamento� (Safer� y� col.,� 1997).� Sin� embargo,� la� profilina�

puede�desplazar�a�la�timosina�de�su�unión�con�el�monómero.�Esto�permite�a�la�célula�tener�una�

población�de�actina�disponible�para�elongar�los�extremos�(+)�de�los�filamentos�mientras�que�la�

timosina�mantiene�el�resto�de�monómeros�en�reserva�(Pollard�y�Borisy,�2003).�

Para�evitar�que�el�reservorio�de�ATP�actina�se�agote�en�la�célula�debido�a�una�polimerización�

constante� existen� dos� mecanismos.� El� primero� está� regulado� por� las� proteínas� de�

coronado/bloqueo� que� se� unen� al� extremo� (+)� de� los� filamentos� de� actina� e� impiden� su�

elongación� (Schafer� y� col.,� 1996).� Como� ejemplo� tenemos� a� la� proteína� CapZ.� El� segundo�

mecanismo�está�mediado�por�la�ADF/cofilina,�que�inhibe�el�intercambio�de�ADP�por�ATP�en�los�

monómeros� inutilizándolos� para� elongar� los� filamentos.� ADF/cofilina� también� se� une� a� ADP�

actina� promoviendo� su� disociación� y� se� mantiene� unida� evitando� que� puedan� volver� a�

ensamblarse� por� el� extremo� (+)� de� otro� filamento.� Además,� la� ADF/cofilina� puede�

romper/cortar�el�filamento�de�actina,�ya�que�al�unirse�lateralmente�a�los�monómeros,�la�hélice�

del�filamento�se�distorsiona�generando�tensiones�que�conducen�a�su�ruptura.�Por�el�contrario,�

las�tropomodulinas�bloquean�el�extremo�(�)�evitando�así�la�despolimerización�del�filamento�de�

actina�(Fischer�y�Fowler,�2003).�

La� gelsolina� es� otra� ABP� especializada� en� romper� y� bloquear� los� filamentos� de� actina.� Esta�

proteína� se� activa� por� Ca2+� y� se� une� lateralmente� a� los� monómeros� de� G�actina� que�

constituyen� el� filamento,� ocasionando� su� ruptura.� Tras� la� ruptura� se� une� al� extremo� (+)�

bloqueando�la�elongación�del�nuevo�fragmento�(Sun�y�col.,�1999).��

Otras�acciones�comunes�de� las�ABPs�son� las�de� formar�haces�de�actina�mediante�su�unión�a�

varios�filamentos�de�actina�(fimbrina,�valina�y�fascina)�(de�Arruda�y�col.,�1990;�Yamashiro�y�col.,�

1998);� entrecruzar� filamentos� dando� lugar� a� la� formación� de� redes� (filamina� y� la� ��actinina)�

(Matsudaira,� 1991);� y� el� unir� los� filamentos� de� actina� con� estructuras� de� membrana� (ezrina�

radixina�moesina���ERM)�(Tsukita�y�Yonemura,�1999;�Defacque�y�col.,�2000).��

�

3.4. Nucleadores�de�actina�

�

La� creación� de� nuevos� filamentos� de� actina� puede� acontecer� de� dos� formas� diferentes:� 1)�

mediante�la�formación�de�novo�de�un�filamento,�lo�cual�implica�una�‘nucleación’�previa,�o�2)�a�
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partir�de�filamentos�de�actina�preexistentes.�Existen�factores�que�promueven�la�formación�de�

esos�núcleos�de�polimerización�(desfavorables�cinéticamente)�como�son�el�complejo�proteico�

Arp2/3� (Machesky� y� col.,� 1994),� las� forminas� (Evangelista� y� col.,� 2003;� Harris� y� Higgs,� 2004;�

Kovar�y�Pollard,�2004)�y�los�más�recientemente�descritos�Spir�y�Cordon�bleu�(Cobl)�(Kerkhoff�y�

col.,�2001;�Kerkhoff,�2006;�Ahuja�y�col.,�2007).��

�
�

4.� Las�RhoGTPasas�
�

�

La� superfamilia� de� proteínas� Ras� engloba� a� 5� familias:� Ras,� Rho,� Rab,� Arf,� y� Ran� (Figura� 15)�

(Etienne�Manneville�y�Hall,�2002)�que�componen�en�mamíferos�un�total�de�60�proteínas.�Todas�

tienen�en�común�que�son�proteínas�monoméricas�con�pesos�moleculares�entre�los�20�y�30�kDa�

(Bishop� y� Hall,� 2000)� y� que� son� capaces� de� unir� nucleótidos� de� guanina� activándose� o�

inactivándose�en�función�de�si�están�unidas�a�GTP�o�GDP,�respectivamente.��

�

�
Figura� 15.� La� familia� de� las� proteínas� Rho� en� humanos.� Las� RhoGTPasas� son� una� subfamilia� dentro� de� las�

RasGTPasas� y� consta� de� 21� miembros� de� características� similares� y� funciones� relacionadas.� Figura� modificada� de�

Der,�2006�y�Chardin,�2006.�

�

Las�Rho� (Ras�homology)�GTPasas�son�una�subfamilia�de�proteínas�dentro�de� la� familia�de� las�

Ras� GTPasas,� que� engloba� diferentes� proteínas,� de� las� cuales� Rho,� Rac� y� Cdc42� son� las� más�
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estudiadas� (Figura� 15).� Actualmente,� se� conocen� 20� genes� de� mamíferos� que� codifican� para�

RhoGTPasas,� existiendo� tres� isoformas� de� Rho� (RhoA,� RhoB� y� RhoC),� tres� isoformas� de� Rac�

(Rac1,� Rac2� y� Rac3),� Cdc42,� RhoD,� tres� isoformas� de� Rnd� (Rnd1,� Rnd2� y� Rnd3/RhoE),� RhoD,�

RhoG,�TC10,�TCL,�TTF,�Chp,�Wrch,�Rif�y�dos�isoformas�de�RhoBTB�(RhoBTB1�y�RhoBTB2)�(Jaffe�y�

Hall,�2005).�Tras�diversos�estudios�se�ha�observado�que�estas�proteínas�están�implicadas�en�la�

regulación�del�citoesqueleto,� la�polaridad�celular,� las�rutas�de�transporte� intracelular�y�varios�

procesos� transcripcionales.� Todas� estas� funciones� tienen� lugar� cuando� las� RhoGTPasas� están�

en�su� forma�activa� (unidas�a�GTP),�debido�a�una� interacción�específica�y�conformacional�con�

una�diana�efectora.�Se�han�identificado�unos�50�efectores�para�Rho,�Rac�y�Cdc42�que�incluyen�

quinasas� de� serina/treonina,� quinasas� lipídicas,� lipasas,� oxidasas� y� proteínas� de� andamiaje�

(Jaffe�y�Hall,�2005).��

�

4.1. Dominios�funcionales�

�

Cuando�las�secuencias�de�Rho,�Rac1�y�Cdc42�se�alinean�con�la�secuencia�de�H�Ras,�se�observa�

una�alta�conservación�de�aquellos�aminoácidos�que�se�necesitan�para� la�unión�e�hidrólisis�de�

GTP�(Figura�16).�

CAAXInserciónEfector

C186SS17N

Q61LF28LG12V

PRLRQRQLKEIIVKDDCdc42

PALKKEKLKEITDKDDRac1

PEQKMKALERRTHEDNRhoA

R--------------AH-Ras

123122

PRLRQRQLKEIIVKDDCdc42

PALKKEKLKEITDKDDRac1

PEQKMKALERRTHEDNRhoA

R--------------AH-Ras

123122

Dominantes positivos

Dominantes negativos

Mutantes del dominio 
efector

Mutante citosólico, 
prenilación
deficiente

�

�

Figura� 16.� Dominios� funcionales� de� RhoA� conservados� en� otras� RhoGTPasas.� Contienen� un� dominio� efector� a�

través�del�cual�se�unen�a�todos�los�efectores�de�las�Rho�GTPasas.�La�región�de�inserción,�no�presente�en�la�familia�de�

Ras.�Se�muestran�también�las�mutaciones�activadoras�(G12V�y�Q61L),�F28L�(rápido�intercambio�de�GDP�por�GTP)�y�

S17N�(mutación�que�genera�un�dominante�negativo).�La�región�C�terminal�(CAAX)�es�muy�variable�en�las�isoformas�

de�Rac�y�Rho,�y�es� la�que�sufre� las�modificaciones�post�transduccionales�esenciales�para�que�las�proteínas�Rho�se�

unan�a�membrana.�Figura�modificada�de�Karnoub�y�Der,�2003.�



Introducción�
 

61�

Una�excepción�sería�la�RhoGTPasa�RhoH/TFF�así�como�las�RhoGTPasas�de�la�subfamilia�Rnd�que�

presentan�sustituciones�en�estos�aminoácidos�de�manera�que�les�confieren�la�particularidad�de�

no�tener�capacidad�de�hidrolizar�GTP.�Por� lo�que�se�cree�que�su�regulación�se� lleva�a�cabo�a�

través� del� control� de� su� expresión,� fosforilación� o� ubiquitinación.� Uno� de� los� dominios� más�

importante� es� el� dominio� efector� a� través� del� cual� se� unen� todos� los� efectores� de� las�

RhoGTPasas�(Figura�16).�La�especificidad�de�la�interacción�está�garantizada�ya�que�las�proteínas�

efectoras�se�unen�a�residuos�específicos�dentro�de�este�dominio.�Sin�embargo,�el�dominio�que�

hace� que� las� RhoGTPasas� sean� únicas� dentro� de� la� superfamilia� de� Ras� es� el� dominio� de�

inserción�(Figura�16).�Se�trata�de�un�dominio�presente�en�todas�las�RhoGTPasas�y�ausente�en�

Ras.�Este�dominio�extra�está�implicado�en�la�unión�a�determinados�efectores�(IQGAP1)�y�es�el�

responsable�de�unir�las�proteínas�reguladoras�RhoGDIs�(Wu�y�col.,�1997),�lo�que�comporta�que�

los�miembros�de�la�familia�de�Ras�no�puedan�unirse�a�las�proteínas�GDIs�(Figura�16).�

Al� igual� que� otros� miembros� de� la� superfamilia� Ras,� las� RhoGTPasas� sufren� modificaciones�

post�transduccionales�como�prenilación,�carboximetilación�de�una�cisteína�muy�conservada�en�

el� extremo� C�terminal� y� la� eliminación� de� los� últimos� tres� aminoácidos� de� dicho� extremo�

(Figura�16).�De� todas� las�modificaciones�citadas,�es�de�especial� importancia� la�prenilación�ya�

que�facilita� la�unión�de� las�RhoGTPasas�a� las�membranas,�determinando�en�algunos�casos�su�

localización�subcelular.�La�prenilación�puede�ser�por�adición�de�un�grupo�farnesilo�(Rho�D,�Rho�

E),�adición�de�dos�grupos�geranilo� (RhoA,�Rho�C,�Rac1,�Rac2�y�Cdc42)�o�cualquiera�de�ambas�

modificaciones�como�es�el�caso�de�RhoB.��

�

4.2. Localización�subcelular��

�

Las� modificaciones� post�transduccionales� a� las� que� se� ven� sometidas� los� miembros� de� esta�

familia�de�proteínas�son�un�hecho�clave�que�determina�su�localización�dentro�de�la�célula.�Sin�

embargo,�aunque�se� trata�de�un�proceso�común�para� todas� las�RhoGTPasas,�existe�una�gran�

variabilidad�en�cuanto�a�su�distribución�subcelular,�por�lo�que�se�cree�que�deben�existir�otros�

factores�que�influyan�en�su�localización.�Uno�de�estos�factores�sería�la�proteína�RhoGDI,�capaz�

de�secuestrar�la�GTPasa�en�su�estado�inactivo�y�retenerla�en�el�citoplasma.�Esa�gran�diversidad�

en� su� localización,�mayor� incluso�que� en�el� caso�de� Ras,�puede�ser� reflejo�de� la�multitud� de�

funciones� biológicas� en� las� que� está� involucrada� esta� familia� de� proteínas.� Aunque� existen�

numerosos�estudios�acerca�de�la�localización�subcelular�de�las�RhoGTPasas�(en�especial�sobre�

RhoA,� Rac1� y� Cdc42),� la� mayoría� de� los� datos� obtenidos� hasta� el� momento� son� confusos� e�

incluso�en�algunos�casos�contradictorios.�Estudios�de�fraccionamiento�celular�demuestran�que�



Introducción 

 

62�

las�proteínas�endógenas�RhoA,�Rac1�y�Cdc42�se�localizan�en�citosol�y�en�fracciones�totales�de�

membrana�(Boivin�y�Beliveau,�1995),�y�al�activarse�se�translocan�a�endomembranas�(Fleming�y�

col.,�1996;�Kranenburg�y�col.,�1997;�Michaelson�y�col.,�2001).�En�el�caso�de�Cdc42�se�confirmó�

que�parte�de�las�fracciones�de�membrana�se�correspondían�con�las�membranas�del�complejo�

de� Golgi� (Erickson� y� col.,� 1996;� Fuccini� y� col.,� 2002;� Luna� y� col.,� 2002).� En� cuanto� a� Rac1,�

mediante� inmunofluorescencia� se� ha� observado� que� una� forma� mutante� constitutivamente�

activada� (RacV12)�se� localiza�en�membrana�plasmática�y�en�membranas� intracelulares� (Jou�y�

col.,�2000),�además�de�su�localización�en�núcleo�(Michaelson�y�col.,�2001;�Kraynov�y�col.,�2000).�

En� el� caso� de� Rho,� como� se� ha� comentado� en� el� apartado� anterior,� las� diferencias� entre� la�

prenilación� C�terminal� de� RhoA� y� RhoC� respecto� a� RhoB� conlleva� a� diferentes� localizaciones�

subcelulares.� Por� lo� tanto,� encontramos� principalmente� a� RhoB� en� endosomas� tardíos� y�

lisosomas,�y�a�RhoA�y�RhoC�en�membrana�plasmática�y�el�citoplasma�(Wheeler�y�Ridley,�2004).�

También�se�han�realizado�estudios�sobre� la� localización�subcelular�de�otras� isoformas�menos�

conocidas� de� Rac� y� Rho.� En� células� en� reposo,� Rac2� se� encuentra� asociado� a� RhoGDI� en� el�

citosol�(Knaus�y�col.,�1991).�Tras�su�activación� in�vitro�se�transloca�a�la�membrana�plasmática�

(Philips�y�col.,�1993).�Por�otro� lado,�Rho�D�ha�sido�descrita�como�una�proteína�endosomal�ya�

que�se�encuentra�en�estructuras�vesiculares�que�contienen�transferrina�internalizada�(Murphy�

y�col.,�1996).�

�

4.3.� Ciclo�funcional�de�las�RhoGTPasas�

�

Las� GTPasas� funcionan� como� interruptores� binarios,� activos� en� su� forma� unida� a� GTP� e�

inactivos�en� la� forma�unida�a�GDP.�El� ciclo�entre�el�estado�activo� (unido�a�GTP)�y�el� inactivo�

(unido� a� GDP)� está� regulado� por� factores� intercambiadores� de� GTP/GDP� (GEFs,� Guanine�

Nucleotide�Exchange�Factors)�(Figura�17).�La�consecución�del�estado�inactivo�se�adquiere�por�la�

hidrólisis� del� GTP� catalizada� por� la� actividad� intrínseca� de� la� GTPasa� y� favorecida� por� las�

proteínas�GAP�(GTPase�Activating�Proteins)�(Figura�17).�Las�RhoGTPasas�también�se�unen�a�los�

GDI� (Guanine� Dissociation� Inhibitor),� proteínas� citoplasmáticas� tradicionalmente� descritas�

como� secuestradoras� de� RhoGTPasas� inactivas� (unidas� a� GDP)� uniéndose� a� su� prenilación� y�

deslocalizándolas�de�la�membrana�hacía�el�espacio�citoplasmático�(DerMardirossian�y�Bokoch,�

2005)�(Figura�17).�

�

�

�
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4.3.1� Guanine�Exchange�Factors�(GEFs)�

�

La� tasa� intrínseca� de� intercambio� de� nucleótidos� en� la� RhoGTPasas� es� muy� baja� a�

concentraciones� fisiológicas� de� Mg2+� (Self� y� Hall,� 1995).� Únicamente,� se� ha� descrito� que� al�

modificar�una�Phe�por�una�Leu�en�el�aminoácido�28�de�Cdc42,�se�puede�conferir�un�nivel�de��

�

Membrana�plasmática

Efectores

Membrana�plasmática

Efectores

 
�

Figura�17.�Ciclo�de�activación�y�desactivación�de�las�RhoGTPasas.�Las�RhoGTPasas�en�su�estado�activo�están�unidas�

a�GTP,�gracias�a�las�proteínas�GEF,�y�ancladas�en�la�membrana�plasmática�a�fosfolípidos�específicos.�La�inactivación�

se� consigue� en� dos� etapas,� la� primera� en� que� las� proteínas� GAP� hidrolizan� el� GTP,� transformándolo� a� GDP� y� la�

segunda� cuando� las� proteínas� GDI� reclutan� la� RhoGTPasa� inactiva� hacía� el� citosol.� Figura� modificada� de� Etienne�

Manneville�y�Hall,�2002.�

�

intercambio� (GDP/GTP)� intrínseco� muy� elevado� (Lin� y� col.,� 1997).� Salvo� en� casos� como� este,�

habitualmente�el� intercambio�de�GDP�a�GTP� lo� realizan� los�GEFs� (Figura�17),�actualmente�se�

han� descrito� unos� 85� distintos� (Jaffe� y� Hall,� 2005).� Los� GEFs� contienen� varios� dominios,� el�

dominio�de�homología�a�Dbl�(DH)�es�el�que�le�confiere�la�capacidad�de�intercambiar�GDP�por�

GTP.�De�forma�adyacente�contiene�otro�dominio�de�homología�a�plekstrina�(PH)�que�tiene� la�

función� de� localizar,� orientar� y� activar� a� GEFs,� uniéndolos� al� PI(3,4,5)P3� de� la� membrana�

plasmática� (Erickson� y� Cerione,� 2004).� Además,� estas� proteínas� contienen� otros� dominios�

adicionales,� los� SH2� y� SH3� que� permiten� la� interacción� y� formación� de� complejos� con� otras�

moléculas� (Cerione� y� Zheng,� 1996).� Los� diferentes� tipos� de� GEFs� muestran� especificidad� por�

diferentes� subgrupos� de� RhoGTPasas� y� su� expresión� en� muchos� casos� se� ve� reducido� a�

poblaciones�celulares�concretas�(e.j.:�Vav�en�células�hematopoyéticas;�Tiam�1�en�cerebro)�(van�

Elst� y� d’Souza�Schory,� 1997;� Habets� y� col.,� 1995).� La� actividad� de� las� proteínas� GEF� está�
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regulada�por�un�cambio�conformacional,�que�trunca�la�región�N�terminal�inhibitoria�(Erickson�y�

Cerione,�2004)�en�la�que�están�involucrados�los�dominios�PH�(Han�y�col.,�1998).��

Los�dominantes�negativos�de�las�RhoGTPasas�suelen�tener�una�modificación�en�el�aminoácido�

17,�intercambiando�una�Thr�por�una�Asn,�lo�cual�interfiere�en�la�unión�del�Mg2+�(crucial�para�la�

unión�de�los�GEF)�y�en�la�unión�del�nucleótido�(Bourne�y�col.,�1991).�

�

4.3.2 Hidrólisis�de�GTP�y�GTPase�Activating�Proteins�(GAPs)�

�

Una�vez�una�RhoGTPasa�está�activada� (unida�a�GTP)�está�actividad� termina�al�hidrolizarse�el�

GTP,�dando�como�producto�GDP�y�fosfato�libre�(Figura�17).�Todas�las�RhoGTPasas�tienen�una�

tasa� intrínseca� de� hidrólisis� de� GTP,� que� se� ve� incrementada� por� las� proteínas� GAP.� La�

mutación� en� diversos� aminoácidos� provoca� la� pérdida� de� esta� hidrólisis� propia� o� mediante�

GAP,�manteniendo�las�proteínas�predominantemente�en�un�estado�unido�a�GTP.�Proteínas�con�

mutaciones�en�el�aminoácido�12,�de�Gly�a�Val,�o�del�aminoácido�61�de�Glu�a�Leu,�son�los�más�

utilizados�como�proteínas�constitutivamente�activadas�de�las�RhoGTPasas.��

Todas� las� GAPs� contienen� una� región� conservada� de� 140� aminoácidos� conocida� como� el�

dominio�GAP,�que�le�confiere�la�actividad�GAP.�Estos�dominios�GAP�van�acompañados�de�otros�

dominios�reguladores�de�dicha�actividad�(Kozma�y�col.,�1996).�La�regulación�de�las�GAPs�en�el�

interior� de� las� células� es� un� campo� poco� conocido.� Se� sabe� que� cambios� en� la� localización�

celular,� concretamente� en� la� translocación� a� membrana� plasmática,� implica� su� activación� de�

ciertas�GAPs�(Bradley�y�col.,�2006).�Este�cambio�en�la�localización�subcelular�está�relacionado�

con�un�aumento�de�la�capacidad�de�unión�por�su�sustrato,�ya�que�las�RhoGTPasas�unidas�a�GTP�

se�localizan�en�la�membrana�(Noren�y�col.,�2003;�Barberis�y�col.,�2005).�Por�otro�lado,�también�

se� han� descrito� ciertas� proteínas� con� capacidad� para� unirse� a� GAPs� y� activarlas.� Entre� éstas�

están�p120RasGAP�mediante�su�dominio�SH2�(Bradley�y�col.,�2006),�la�quinasa�de�adhesiones�

focales�(FAK)�(Tomar�y�col.,�2009)�y�p120�catenina�(Wildenberg�y�col.,�2006).�La�activación�por�

fosforilación�es�quizás� la�regulación�más�extendida�y�conocida�entre� las�diferentes�GAPs.�Por�

ejemplo,� las� RhoGAPs� p190,� p200� o� p250� se� activan� mediante� fosforilación� de� residuos� de�

tirosinas�de�la�familia�Abl�o�Src�(Brouns�y�col.,�2001;�Moon�y�col.,�2003;�Taniguchi�y�col.,�2003;�

Hernández� y� col.,� 2004).� En� el� caso� concreto� de� p190RhoGAP� también� se� ha� descrito� la�

activación�por�fosforilación�de� los�residuos�de�serinas�a�través�de�PKC�y�ROCK�(Brouns�y�col.,�

2000;� Mori� y� col.,� 2009).� Existen� otras� RhoGAPs� activadas� mediante� fosforilación� de� sus�

residuos�de�serinas�a�través�de�MAPK,�CDPKII,�Aurora�B�(Taylor�y�col.,�1998;�Minoshima�y�col.,�

2003).�Otras�formas�de�regulación�de�la�actividad�RhoGAP�no�tan�conocidas�son�la�interacción�

con� GEFs,� vía� el� dominio� SH3� (Jenna� y� col.,� 2002),� o� mediante� autorregulación� adquiriendo�
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conformaciones� autoinhibitorias,� como� es� el� caso� de� OPHN�1� y� �2�chimaerin� (Fauchereau� y�

col.,�2003;�Brown�y�col.,�2004).��

�

4.3.3 Guanine�Dissociation�Inhibitors�(GDIs)�

�

Las� Guanine� Dissociation� Inhibitors� (GDIs),� tienen� un� elevada� afinidad� por� las� RhoGTPasas�

preniladas.�Tradicionalmente,�se�postula�que�las�GDIs�movilizan�las�RhoGTPasas�inactivadas�al�

citoplasma�previniendo�la�unión�a�GTP�por�parte�de�las�GEFs,�hasta�que�un�estímulo�apropiado�

las� devuelve� a� la� membrana� para� activarse� (Takai� y� col.,� 1995)� (Figura� 17).� De� hecho,� la�

sobreexpresión� de� GDIs� inhibe� las� rutas� de� señalización� de� las� RhoGTPasas� implicadas� en� la�

reorganización�del�citoesqueleto�de�actina�(Nishiyama�y�col.,�1994;�Coso�y�col.,�1995).�Los�GDIs,�

uniéndose�a�la�prenilación�del�C�terminal�mantienen�las�RhoGTPasas�en�el�citoplasma�(Figura�

17).� Estudios� de� cristalografía� indican� que� el� C�terminal� de� los� GDIs� contiene� un� hoyuelo�

hidrofóbico�para�unir�isoprenos�que�es�el�que�le�confiere�esta�capacidad.�Recientemente,�se�ha�

descrito� la� posibilidad� de� que� los� RhoGDIs� realicen� el� efecto� contrario,� uniéndose� a� la�

RhoGTPasa�activa�con�la�finalidad�de�evitar�su�inactivación�por�parte�de�RhoGAPs�(Dransart�y�

col.,�2005;�DerMardirossian�y�col.,�2005)�

Se� han� caracterizado� tres� tipos� de� GDIs� específicos� para� la� familia� Rho� en� mamíferos:� 1)�

RhoGDIs�que�se�expresan�de�forma�ubicua�y�son�muy�activos�frente�RhoA,�Cdc42�y�Rac�(Gorvel�

y� col.,� 1998),� 2)� D4/LyGDI� se� expresa� sólo� en� células� hematopoyéticas� y� tiene� una� actividad�

menor�frente�a�RhoA,�Cdc42�y�Rac�debido�a�la�ausencia�de�hoyuelo�hidrofóbico�(Platko�y�col.,�

1995;�Gosser�y�col.,�1997),�y�3)�GDI�/RhoGDI�3�se�expresa�principalmente�en�el� cerebro�y�el�

páncreas�y�se�asocia�a�membrana�con�gran�afinidad�por�RhoGTPasas�farnesiladas�(Lelias�y�col.,�

1993;�Scherle�y�col.,�1993).��

En� el� proceso� de� translocación� de� proteínas� de� la� membrana� al� citoplasma,� a� GDIs�

interaccionan�con�las�proteínas�ERM.�Además,�las�proteínas�ERM�interaccionan�con�GEFs,�con�

lo�que�se�puede�especular�que�las�proteínas�ERM�pueden�ser�capaces�de�regular�la�liberación�

de�RhoGTPasas�y�el�paso�de�GDP�a�GTP.�

�

4.4. Funciones�biológicas��

�

Dentro� de� la� familia� de� las� RasGTPasas,� cada� subfamilia� estimula� una� vía� de� señalización�

específica.� Así,� los� miembros� de� la� familia� de� las� RhoGTPasas� regulan� la� organización� del�

citoesqueleto�de�actina,�los�miembros�de�la�familia�de�Ras�controlarían�la�proliferación�celular,�
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los�componentes�de�las�familias�de�Rab�y�Arf�participarían�en�el�tráfico�intracelular�regulando�

los�movimientos�de�vesículas�entre�distintos�orgánulos�y�finalmente�los�miembros�de�la�familia�

Ran� intervienen� en� el� transporte� entre� el� núcleo� y� el� citoplasma� (Der� y� Balch,� 2000).� Sin�

embargo,� las� RhoGTPasas,� cuando� se� activan� de� manera� aberrante� son� capaces� de� inducir�

transformación�celular�(Zohn�y�col.,�1998)�al�igual�que�ocurre�con�los�miembros�de�la�familia�de�

Ras.�Por�otro�lado,�las�RhoGTPasas�también�pueden�estar�implicadas�en�transporte�intracelular�

como�los�miembros�de�Arf�(Wu�y�col.,�2000;�Fuccini�y�col.,�2002;�Luna�y�col.,�2002).��

�

4.4.1. Organización�del�citoesqueleto�de�actina�

�

Los� primeros� estudios� con� RhoGTPasas� revelaron� que� cuando� se� estimulaban� con� agonistas�

como� el� ácido� lisofosfatídico� (LPA)� se� producía� un� incremento� en� las� fibras� de� estrés� y�

adhesiones� focales� debido� a� la� activación� de� Rho� (Ridley,� 1999).� De� estos� resultados� se�

concluyó�que�Rho�regulaba�una�vía�de�señalización�que�une�los�receptores�de�membrana�con�

el�citoesqueleto�de�actina�(Figura�18).�Posteriormente,�se�observó�que�Rac�podía�ser�activado�

por�varios�agonistas� como�EGF,�PDGF� o� insulina.� En�cualquier� caso� su�activación�conducía�al�

ensamblaje� de� una� red� de� filamentos� de� actina� en� la� periferia� celular� para� producir�

lamelipodios� y/o� ondulaciones� de� membrana� (Ridley� y� col.,� 1992;� Hall,� 1998;� Figura� 18).�

Finalmente�se�describió�que�el�tercer�miembro�más�conocido�de�esta�familia,�Cdc42,�era�capaz�

de� inducir� la� formación� de� protrusiones� filiformes,� en� la� superficie� celular,� ricas� en� actina� y�

conocidas�como�filopodios�(Hall,�1998;�Kozma�y�col.,�1995;�Figura�18).��

Todos� estos� efectos� de� las� distintas� RhoGTPasas� sobre� el� citoesqueleto� de� actina� están� muy�

conservados�en�todas�las�células�eucariotas.�

�

Reorganizaciones�del�citoesqueleto�de�actina�inducidas�por�Rho��

La�capacidad�de�Rho�de�inducir�la�polimerización�de�actina�es�bastante�controvertida.�De�hecho�

se�postula�que�la�formación�de�fibras�de�estrés�inducida�por�Rho�tiene�lugar�no�a�través�de�la�

síntesis� de� novo� de� filamentos,� sino� mediante� el� ensamblaje� de� filamentos� de� actina� ya�

formados.�Las�fibras�de�estrés�son�estructuras�contráctiles�altamente�ordenadas�que�constan�

de�filamentos�de�actina�colocados�de�forma�antiparalela,�proteínas�que�unen�microfilamentos�

y�miosina�II.�Estas�fibras�aparecen�en�células�en�cultivo,�una�vez�se�han�adherido�al�sustrato.�El�

final� de� una� fibra� de� estrés� conecta� con� los� contactos� focales,� formados� por� múltiples�

proteínas�de�unión�a�la�matriz�extracelular.�La�tensión�que�ejercen�las�fibras�de�estrés�es�lo�que�

permite� que� la� fuerza� generada� por� las� miosinas,� y� el� crecimiento� y� reorganización� de� los�

filamentos�mueva�y�moldeé�las�células.�
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�

�
�

Figura� 18.� Regulación� del� citoesqueleto� de� actina� por� las� RhoGTPasas.� Las� RhoGTPasas� controlan� y� alteran� la�

organización� del� citoesqueleto� de� actina� en� función� de� las� demandas� celulares.� Asimismo,� están� encargadas� de�

formar� fibras� de� estrés� (Rho),� lamelipodios� y/o� ondulaciones� de� membrana� (Rac),� y� filopodios� (Cdc42).� La� figura�

muestra� inmunofluorescencias�del�citoesqueleto�de�actina�y�contactos�focales�de�fibroblastos�de�ratón,� imágenes�

obtenidas�de�Hall,�1998.�

�

Las�fibras�de�estrés�se�dividen�en�tres�clases�de�en�función�de�la�localización�subcelular:�fibras�

de� estrés� ventrales,� dorsales� y� arcos� transversales� (Pellegrin� y� Mellor,� 2007).� Las� fibras�

ventrales�son�las�más�comunes,�yacen�en�la�base�de�la�célula�unidas�a�adhesiones�focales�(en�

ambos�extremos)�y�se�forman�a�partir�de�la�unión�de�fibras�dorsales.�Las�fibras�dorsales�están�

unidas�a�contactos�focales�solamente�en�un�extremo,�uniéndolas�a�la�base�de�la�célula.�Éstas�se�

forman�a�partir�de�los�contactos�focales�y�forman�filamentos�cortos�que�contienen���actinina.�

El� resto�de�estructuras�aparecen�en� la�zona�dorsal�celular,� terminando�en�una�amplia�red�de�

filamentos� de� actina.� Los� arcos� transversales� se� forman� debajo� de� la� superficie� dorsal� de�

células�en�migración,�justo�por�detrás�de�los�lamelipodios.�Estos�arcos�puede�se�originan�de�la�

unión�de�haces�cortos�de�actina�a�haces�de�miosina,�o�a�partir�de�la�acción�de�miosinas�sobre�

redes�de�actina�pre�existentes�(Hotulainen�y�Lappalainen,�2006).��

El� nivel� de� polimerización� de� actina� en� respuesta� a� la� activación� exclusiva� de� Rho� es�

relativamente� pequeño� (Machesky� y� Hall,� 1997;� Hall,� 1998),� y� se� sabe� que� al� menos� dos�

efectores�son�necesarios�para�que�Rho�pueda�ejercer�su�efecto�en�el�citoesqueleto�de�actina:�

Rho�quinasa�(ROCK)�y�mDia.�
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ROCK�incluye�dos�serina�treonina�quinasas�conocidas�como�p164ROK��y�p160ROK�.�ROCK�se�

activa�tras�su�unión�a�Rho�GTP�inhibiendo�la�fosfatasa�de�la�cadena�ligera�de�la�miosina�(MLCP)�

lo� que� da� lugar� a� la� fosforilación� de� la� cadena� ligera� de� la� miosina� (MLC)� lo� que� a� su� vez�

potenciaría� la� activación� de� la� miosina.� Además,� ROCK� es� también� capaz� de� fosforilar�

directamente� a� la� MLC.� Por� tanto,� Rho� promueve� la� contracción� dependiente� de� miosina�

dando�lugar�a�un�incremento�en�la�tensión�que�conduce�a�la�formación�de�fibras�de�estrés�y�de�

adhesiones� focales� (Figura� 18).� Aunque� ROCK� es� esencial� para� la� formación� de� las� fibras� de�

estrés�dependientes�de�Rho,�su�única�activación�no�es�suficiente�(Sahai�y�col.,�1998).��

Una�segunda�diana�de�Rho�es�mDia,�una�proteína�capaz�de�unirse�a�la�profilina�y�a�la�G�actina.�

mDia�es�el�homólogo�en�mamíferos�de�la�proteína�Diaphanous�en�Drosophila�necesaria�para�la�

citoquinesis.�mDia�así�como�Diaphanous�son�miembros�de�la�familia�de�las�forminas�(Li�y�Higgs,�

2003).� Se� postula� que� mDia� estaría� implicada� en� la� correcta� organización� de� las� fibras� de�

estrés.� Así,� cuando� se� sobreexpresan� mDia� y� ROCK,� el� aspecto� de� las� fibras� de� estrés� es� el�

habitual�(Watanabe�y�col.,�1999).��

Otra�dianas�efectoras�de�Rho�es�LIMK,�una�quinasa�que�puede�ser� fosforilada�y�activada�por�

ROCK� y� también� por� PAK,� el� principal� activador� de� Rac� y� Cdc42,� revelando� así� un� punto� de�

convergencia�entre�las�vías�de�Cdc42,�Rac�y�Rho.�La�activación�de�LIMK�estabiliza�los�filamentos�

de� actina� ya� sean� los� que� constituyen� las� fibras� de� estrés� o� los� que� aparecen� en� la� zona�

subcortical� de� la� membrana� plasmática.� La� quinasa� Citron� y� la� fosfatidilinositol�4�fosfato� 5�

quinasa� (PI�4P5K)� son� otras� dianas� de� Rho� que� también� participan� en� la� organización� del�

citoesqueleto�de�actina.��

�

Reorganizaciones�del�citoesqueleto�de�actina�inducidas�por�Rac�

La� sobreexpresión� de� Rac� causa� la� formación� de� ondulaciones� de� membrana� que� están�

íntimamente�relacionadas�con�los�lamelipodios�(Figura�18).�Los�lamelipodios�son�proyecciones�

transitorias� del� citoesqueleto� de� actina� en� el� frente� migratorio.� Su� estructura� es� ancha� y� de�

forma� laminar.� Éstos� contienen� una� red� de� actina� que� propulsa� la� célula� a� través� de� un�

sustrato.�Dentro�de�los�lamelipodios�existen�los�micropuntos�que�cuando�se�extienden�más�allá�

de� la�frontera�de�los� lamelipodios�pasan�a� llamarse�filopodios.�Los� lamelipodios�se�originan�a�

partir�de�nucleación�de�actina�en�la�membrana�celular,�la�cual�es�el�principal�área�de�formación�

de� microfilamento� de� la� célula.� Los� lamelipodios� a� menudo� acaban� evolucionando� hacia�

ondulaciones� de� membrana� cuando� dichas� protrusiones� dejan� de� estar� adheridas� y� se�

repliegan� sobre� la� superficie� celular.� Mientras� que� el� papel� de� Rho� como� activador� de� la�

polimerización� de� actina� es� bastante� controvertido,� Rac� es� un� conocido� activador� de� dicha�

polimerización.� Al� igual� que� ocurre� con� Rho,� Rac� puede� estimular� la� actividad� de� PI�4P5K�



Introducción�
 

69�

(Tolias�y�col.,�2000)�incrementando�así�los�niveles�de�PI(4,5)P2.�Actualmente�se�considera�que�

Arp2/3�es�el�principal�efector�de�Rac�para� inducir� la�polimerización�de�actina�en�el� frente�de�

avance,�activándolo�a�través�de�las�proteínas�Scar/WAVE�.�Otro�efector�menos�conocido�de�Rac�

es�la�proteína�POR1�que�se�ha�implicado�en�la�formación�de�los�lamelipodios�(van�Aelst�y�col.,�

1996).�

�

Reorganizaciones�del�citoesqueleto�de�actina�inducidas�por�Cdc42�

Estudios�de�transfección�y�microinyección�han�demostrado�que�Cdc42�induce�la�formación�de�

filopodios�y�microespinas�(Kozma�y�col.,�1995;�Nobes�y�Hall,�1995).�Los�filopodios�son�delgadas�

protrusiones�de�membrana�surcadas�en�su�interior�por�largos�filamentos�de�actina�dispuestos�

paralelamente�y�en�apretados�haces�(Small�y�col.,�1978;�Lewis�y�Bridgman,�1992;�Small�y�col.,�

2002)� entrecruzados� por� ABPs.� Las� microespinas� por� su� parte� son� haces� paralelos� de�

filamentos�de�actina�pero�en� los� lamelipodios� (Svitkina�y� col.,�2003).� La� función�biológica� de�

estas� estructuras� podría� ser� la� de� jugar� un� papel� sensorial� más� que� constituir� una� fuerza�

propulsora� en� los� procesos� de� migración.� Estas� organizaciones� del� citoesqueleto� de� actina�

inducidas�por�Cdc42�están�mediadas�por�N�WASP�y�Arp2/3�aunque�este�último�parece�ser�que�

sólo�participa�en�el�inicio�de�la�formación�de�los�filopodios�tras�lo�que�se�disocia�rápidamente�

(Svitkina�y�Borisy,�1999).�

�

4.4.2 Adhesión�celular�

�

El�citoesqueleto�de�actina�está�unido�estructuralmente�a�puntos�tanto�de�adhesión�intercelular�

como�de�adhesión�de�la�célula�con�la�matriz�extracelular.�Algunas�proteínas�que�ejercen�como�

matriz� extracelular� son� fibronectina,� colágeno,� laminina� y� filamina.� Al� estar� implicadas� en� la�

organización� del� citoesqueleto� de� actina,� las� RhoGTPasas� inevitablemente� regulan� estos�

lugares�de�unión.�Concretamente,�Rho�está�implicada�en�la�adhesión�mediada�por�integrinas.�

Cuando� la� célula� se� adhiere� a� fibronectina� se� forman� las� fibras� de� estrés� y� los� contactos�

focales,�y�múltiples�proteínas�implicadas�en�estos�contactos�focales�se�fosforilan�en�residuos�de�

tirosinas� induciendo� la� activación� de� rutas� como� la� de� las� MAPK� o� la� transcripción� de�

determinados�genes.�En�todos�estos�procesos�RhoA�está� implicada�(Wheeler�y�Ridley,�2004).�

Un� efector� de� RhoA� implicado� en� la� señalización� de� integrinas� es� el� intercambiador� iónico�

(Na+/H+)� NHE1� localizado� en� los� contactos� focales� (Tominaga� y� Barber,� 1998)� regulando� su�

formación�y�el�ensamblaje�de�las�fibras�de�estrés.�ROCK�está�descrito�como�posible�fosforilador�

y� activador� de� NHE1� (Tominaga� y� col.,� 1998).� Por� otro� lado,� Rac� y� Cdc42� también� pueden�

mediar�la�formación�de�contactos�focales�en�estructuras�como�lamelipodios�o�filopodios,�pero�
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son� contactos� más� pequeños� que� los� inducidos� por� Rho� (Nobes� y� Hall,� 1995).� Además,� el�

aposentamiento�de� las�células�sobre�el�sustrato�es�dependiente�de�Rac�y�Cdc42�(Clark�y�col.,�

1998;� Price� y� col.,� 1998).� De� hecho� PAK1� es� diana� de� ambas� RhoGTPasas,� activándose� justo�

después�de�la�adhesión�(Price�y�col.,�1998).��

Las�RhoGTPasas�también�están�implicadas�en�las�uniones�entre�células.�Estas�uniones�pueden�

ser� 1)� adherentes,� en� las� cuales� están� implicadas� las� proteínas� cadherinas,� o� 2)� de� uniones�

estrechas,� barreras� impermeables� donde� no� se� permite� el� paso� de� macromoléculas� y� en� las�

que� están� implicadas� proteínas� transmembranales� como� ZO�1,� ZO�2,� occludinas� y� claudinas.�

Todas�estas�uniones�están�ligadas�al�citoesqueleto�de�actina�(Figura�19).�Rac�se�localiza�en�las�

uniones� entre� células� epiteliales,� ya� que� está� implicada� en� la� regulación� de� su� integridad�

(Figura� 19).� Esta� RhoGTPasa� además� promueve� la� formación� de� actina� cortical� en� células�

epiteliales,�reforzando�las�uniones�entre�ellas�(Wojciak�Stothard�y�Ridley,�2002)�(Figura�19).�

�
Figura�19.�Implicación�de�las�RhoGTPasas�en�la�adhesión�celular.�La�adhesión�celular�está�regulada�por�un�diálogo�

constante� entre� las� RhoGTPasas� Rho� y� Rac.� En� el� diagrama� observamos� múltiples� proteínas� implicadas� en� esta�

coordinación�de�la�regulación�en�las�uniones�intercelulares.�Figura�obtenida�de�Wojciak�Stothard�y�Ridley,�2002.�

�

4.4.3 Migración�celular�

�

La�migración�en�células�animales�está�dirigida�por�estímulos�extracelulares�que�actúan�como�

repelentes� o� atrayentes� (Raftopoulou� y� Hall,� 2004).� Para� que� la� célula� pueda� migrar,� es�
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imprescindible�que�adopte�una�morfología�polarizada,�con�una�parte�frontal�que�se�extiende�e�

indica� la�dirección�de�avance,�y�una�parte�trasera�que�se�contrae�y�sigue�al� frente�de�avance�

(Ridley,�2001).�Rac�se�necesita�en�el�frente�celular�para�regular�la�polimerización�de�actina�que�

dará�lugar�a�la�formación�del�lamelipodios.�Es�pues�la�encargada�de�inducir�la�formación�de�una�

morfología�polarizada.�Rho�por�su�parte�es�requerida�para�regular�las�fuerzas�de�contracción�y�

de�retracción�en�la�parte�trasera�de�la�célula�(Raftopoulou�y�Hall,�2004).�Por�lo�tanto,�este�es�

otro�ejemplo�del�diálogo�continuo�y�regulatorio�existente�entre�Rac�y�Rho.�En�lo�que�respecta�a�

Cdc42�y�al�igual�que�Rac,�se�necesita�en�el�frente�de�avance�donde�induce�la�polimerización�de�

actina� para� formar� los� filopodios� (Nobes� y� Hall,� 1995).� Sin� embargo,� estas� delgadas�

protrusiones�no�son�imprescindible�para�que�se�lleve�a�cabo�la�migración�(Sepp�y�Auld,�2003).��

�

4.4.4� Tráfico�intracelular�

�

Las�primeras�evidencias�de�que�las�RhoGTPasas�estaban�implicadas�en�el�tráfico�de�membranas�

proceden� de� estudios� sobre� su� localización:� primero� se� localizó� a� RhoB� en� los� endosomas�

tardíos�y�en�los�lisosomas�(Adamson�y�col.,�1992)�y�un�poco�más�tarde�se�describió�que�Cdc42�

estaba� asociada� al� aparato� de� Golgi� (Erickson� y� col.,� 1996).� Posteriormente� han� ido�

apareciendo�multitud�de�evidencias�que�indicaban�que�el�citoesqueleto�de�actina�también�está�

implicado� en� el� tráfico� vesicular� (Qualmann� y� col.,� 2000;� Matas� y� col.,� 2004;� Hehnly� y� col.,�

2006;� Luna� y� col.,� 2002)� y� que� por� tanto,� ciertas� RhoGTPasas� podían� estar� directamente�

implicadas� como� reguladoras� de� la� movilidad� de� las� vesículas� dependiente� de� actina.�

Actualmente,�se�confirma�que�de�forma�diversa�las�RhoGTPasas�están�implicadas�en�todas�las�

etapas�del�tráfico�intracelular.�En�la�endocitosis�por�pinocitosis�y�fagocitosis�(no�dependientes�

de� clatrina)� son� imprescindibles� tanto� el� citoesqueleto� de� actina� como� Rac1� y� Cdc42.� Otros�

estudios� ponen� de� manifiesto� la� importancia� de� Cdc42� durante� el� transporte� de� proteínas� a�

nivel�del�complejo�de�Golgi�(Erickson�y�col.,�1996).�La�forma�activa�de�Cdc42�es�reclutada�a�las�

membranas�de�Golgi�a� través�de�su�unión�con�el� coatómero� (Wu�y�col.,�2000;�Fuccini�y�col.,�

2002)�y�una�vez�allí�estimula�la�polimerización�de�actina�(Fuccini�y�col.,�2002;�Chen�y�col.,�2004)�

reclutando�N�WASP�(Luna�y�col.,�2002;�Matas�y�col.,�2004).��

�

�
�
�
�
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5.� Los�fosfoinosítidos��
�

�

El� cerebro� presenta� una� composición� lipídica� única,� en� relación� con� otros� órganos,� donde�

destacan�los�niveles�elevados�de�colesterol�y�ácidos�grasos�polinsaturados�(Dietschy�y�Turley,�

2004).� Además� de� ejercer� una� función� estructural,� éstos� están� implicados� en� la� fisiología�

cerebral,�como�por�ejemplo�en�el�proceso�de�mielinización�(Garbay�y�col.,�2000),�el�crecimiento�

de�las�neuritas�(Vance�y�col.,�2005),�la�sinaptogénesis�(Slezak�y�Pfrieger,�2003)�y�la�señalización�

celular�(Bazan,�2003).��

Los� componentes� esenciales� de� las� membranas� biológicas� son� los� fosfolípidos,� moléculas�

anfipáticas� que� poseen� una� cabeza� polar� y� una� cola� hidrofóbica,� y� en� el� caso� de� los�

glicerofosfolípidos,�unidos�por�un�esqueleto�de�glicerol.�En�las�membranas�celulares�se�pueden�

encontrar� más� de� 1000� tipos� de� glicerofosfolípidos,� una� heterogeneidad� resultante� de� la�

presencia� de� diferentes� ácidos� grasos� en� posición� sn�1� y� sn�2� del� glicerol� y� de� diferentes�

cabezas�polares�en�la�posición�sn�3.�La�cabeza�es�el�componente�que�define�la�naturaleza�del�

glicerofosfolípido.�

La�fosfatidilcolina�(PC)�es�el�glicerofosfolípido�más�abundante�y�representa�un�40�50�%�de�los�

fosfolípidos�de�membrana.�Le�sigue�la�fosfatidiletanolamina�(PE)�con�un�20�50%�dependiendo�

del�tejido.�Otros�glicerofosfolípidos�que�aparecen�con�menos�frecuencia�son�la�fosfatidilserina�

(PS),�fosfatidilinositol�(PI)�y� la�cardiolipina�(CL).�La�composición�de�las�membranas�dependerá�

de� las� transformaciones� metabólicas� y� procesos� de� transporte� de� fosfolípidos� que� ocurran,�

propios� de� cada� célula� u� orgánulo� (Voelker,� 2003;� Devaux� y� col.,� 2008).� En� función� de� su�

composición� las� membranas� tendrán� unas� características� fisicoquímicas� como� la� fluidez,�

permeabilidad,� curvatura,� carga,� compactación� molecular� o� grado� de� hidratación� que� serán�

determinantes�en�su�función�celular�y�modularán�la�actividad�de�las�proteínas�de�membrana.�

Por�otro� lado,� los� fosfolípidos� participan� en� diversas� rutas� metabólicas� como�precursores� de�

segundos�mensajeros�o�actuando�sobre�determinadas�proteínas.�El�ácido�lisofosfatídico�(LPA)�

actúa�sobre�receptores�acoplados�a�proteínas�G�heterotriméricas�que�desencadenan�multitud�

de�señales�intracelulares�(Mills�y�Moolenaar,�2003).���

El�PI�y�sus�fosforilaciones�derivadas,�los�fosfoinosítidos,�son�una�de�las�moléculas�más�versátiles�

y� reguladoras� de� las� células� eucariotas.� Intervienen� en� procesos� como� el� tráfico� de�

membranas,�señalización�intracelular,�organización�de�citoesqueleto�y�apoptosis�(Niggli,�2005;�

di�Paolo�y�de�Camilli,�2006).�Además�contribuyen�a�la�patogénesis�de�diferentes�enfermedades�

jugando�un�papel� importante�en�procesos� inflamatorios,�cáncer�y�enfermedades�metabólicas�

(Wymann�y�Schneiter,�2008).��
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5.1. Tipos�de�fosfoinosítidos�

�
El�fosfatidilinositol�(PI)�se�compone�de�un�D�myo�inositol�1�fosfato�unido�a�diacilglicerol.�PI�se�

sintetiza�principalmente�en�el�retículo�endoplasmático�(RE)�y�es�enviado�a�otras�membranas�a�

través� de� transporte� vesicular� o� por� proteínas� citosólicas� transportadoras� de� PI.� El� PI� puede�

fosforilarse� de� forma� reversible� en� las� posiciones� D�3,� D�4,� D�5� generando� siete� especies�

distintas� de� fosfoinosítidos� [PI(3)P,� PI(4)P,� PI(5)P,� PI(3,4)P2,� PI(3,5)P2,� PI(4,5,)P2� y� PI(3,4,5)P3]�

(Figura�20)�que�sirven�como�plataforma�de�anclaje�a�membrana�para�un�elevado�número�de�

proteínas.� Los� fosfoinosítidos� (PIPs)� se� encuentran� en� la� membrana� plasmática,� endosomas,�

RE,�aparato�de�Golgi�y�envoltura�nuclear.�PI�y�sus�derivados�componen�aproximadamente�un�

10%� de� todos� los� lípidos� celulares.� Los� derivado� fosforilados� más� abundante� son� PI(4)P� y�

PI(4,5)P2�comprendiendo�un�0,5�%�de�todos�los�lípidos�en�células�de�mamífero�(Mitchell�y�col.,�

1986;� Hagelberg� y� Allan,� 1990;� Tran� y� col.,� 1993).� Aunque� la� concentración� de� PI(4,5)P2� es�

constante�se�han�descrito�variaciones�locales�en�zonas�de�fagocitosis�y�en�protrusiones�ricas�en�

actina�como�ondulaciones�de�membrana�(Botelho�y�col.,�2000;�Ling�y�col.,�2006).��

�
Figura� 20.� Fosfatidilinositol� y� sus� derivados� fosforilados.� El� lípido� fosfatidilinositol� se� puede� fosforilar� en� los�

distintos� fosfatos� del� anillo� de� inositol� dando� lugar� a� siete� especies� de� fosfatidilinositoles� diferentes.� Esquema�

modificado�de�Kanaho�y�Suzuki,�2002.�

�

PI(3)P� es� otro� fosfoinosítido� abundante� en� las� células� (0,2%� del� total� de� PIPs),� mientras� que�

otros�como�PI(3,5)P2�(0,005%)�o�PI(3,4,5)P3�(casi�indetectable)�aparecen�en�menor�proporción�

(Lemmon�y�Ferguson,�2000;�Duex�y�col.,�2006).�A�pesar�de�no�ser�muy�abundante�todos�estos�
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fosfoinosítidos� presentan� diferentes� actividades� biológicas� normalmente� mediadas� por�

proteínas�que�reconocen�su�cabeza�polar�(Czech,�2002;�Lemmon,�2008).�

�

5.2. �Localización,�metabolismo�y�función�de�los�fosfoinosítidos�

�

La�distribución�espacial�de�los�fosfoinosítidos�viene�determinada�principalmente�por�la�acción�

concertada�de�quinasas�y�fosfatasas.�Por�ejemplo,�PI(4,5)P2�y�PI(3,4,5)P3�están�principalmente�

en� la� membrana� plasmática,� donde� controlan� la� generación� de� mensajeros� secundarios,�

exocitosis,�endocitosis,�y� la� reorganización�del�citoesqueleto�de�actina� (Figura�21)� (Odorizzi�y�

col.,� 2000;� di� Paolo� y� de� Camilli,� 2006).� Por� contra,� PI(3)P� se� localiza� principalmente� en�

endosomas�y�cuerpos�multivesiculares�(Figura�21),�PI(4)P�es�abundante�en�el�aparato�de�Golgi,�

y�PI(3,5)P2�se�localiza�en�endosomas�y�lisosomas�(D’Angelo�y�col.,�2008)�(Figura�21).�Además,�la�

presencia�de�PIPs�en�el�núcleo�sugiere�que�estos�también�regulan�la�dinámica�de�actina�nuclear�

(Irvine,� 2003).� En� el� aparato� de� Golgi,� PI(4)P� actúa� como� co�receptor� con� Arf1� reclutando�

proteínas�citosólicas�en�la�red�trans,�y�la�quinasa�que�lo�metaboliza�PIP5K,�es�activada�por�Arf1.�

Además,�la�localización�de�PI(4)P�en�el�aparato�de�Golgi�también�está�regulada�por�fosfatasas�

como�Sac1.�

La�interacción�de�PI(4,5)P2�(de�ahora�en�adelante�PIP2)�con�proteínas�de�unión�a�actina�(ABPs)�

en� endomembranas� puede� provocar� la� formación� de� microdominios� ricos� en� PIP2� (balsas�

lipídicas).� Estos� microdominios� pueden� resultar� necesarios� para� la� unión� de� complejos�

multimoleculares�que�controlan�diversos�procesos�celulares.��

Las� quinasas� de� PIPs� se� expresan� de� forma� ubicua� y� son� muy� abundantes� en� todas� las�

membranas� celulares,� aunque� muestran� una� gran� especificidad� por� sus� sustratos.� Estas�

quinasas�pueden�dividirse�en�tres�categorías:�fosfoinosítido�3�quinasa�(PI3Ks),�fosfoinosítido�4�

quinasa� (PI4Ks)� y� fosfoinosítido� 5�quinasa� (PI5Ks).� PIP2� se� genera� por� (PI4PK� tipo� 1)� PIPK�Is,�

localizadas� en� la� membrana� plasmática,� o� (PI4PK� tipo� 2)� PIPK�II,� localizadas� en�

endomembranas,� que� utilizan� a� PI(4)P� y� PI(5)P� como� sustrato,� respectivamente.� PI3Ks� son�

enzimas� transductoras� de� señales� intracelulares� y� controlan� funciones� celulares� esenciales�

como� la� dinámica� del� citoesqueleto� y� el� tráfico� de� membranas� (Lindmo� y� Stenmark,� 2006;�

Hirsch� y� col.,� 2009).� Las� PI3Ks� convierten� el� PI(4,5)P2� en� PI(3,4,5)P3� (PIP3),� un� segundo�

mensajero�que�se�une�a�dominios�PH,�FYVE,�PX,�C1,�C2�y�otros�dominios�de�unión�a�lípidos�en�

proteínas� efectoras� para� reclutarlos� a� la� membrana� plasmática.� En� condiciones� normales� las�

células�muestran�niveles�bajos�de�PIP3�y�estos�incrementan�por�la�estimulación�de�factores�de�

crecimiento.� Existen� dos� fosfatasas� que� pueden� defosforilar� PIP3:� 1)� PTEN� que� inhibe� su�

señalización,� y� 2)� las� 5�fosfatasas� que� generan� PIP2� y� puede� prolongar� la� señalización�
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ejerciendo� funciones� similares.� Las� PI4Ks� convierten� PI� en� PI(4)P� y� juegan� un� papel�

fundamental�participando�en�múltiples�rutas�de�señalización.�Por�otro�lado,�la�hidrólisis�de�PIP2�

la�ejecutan�las�fosfolipasas�(PLC�o�PLA2)�dando�lugar�a�metabolitos�que�propagan�y�amplifican�

la�señalización�y�las�fosfatasas�(5�fosfatasas)�que�inhiben�su�señal.�Los�PIPs�también�pueden�ser�

defosforilados�por� fosfatasas� lipídicas�que�poseen� un�amplio� rango�de� sustratos�y�diferentes�

especificidades�posicionales�así�como�localizaciones�celulares�(Sasaki�y�col.,�2009).��

�

5.3.� Los�fosfoinosítidos�en�el�citoesqueleto�de�actina�

�

Como� hemos� comentado� previamente� los� PIPs� están� involucrados� en� múltiples� funciones�

celulares.� Sin� embargo,� en� este� apartado� solamente� comentaremos� su� implicación� en� la�

regulación�del�citoesqueleto�de�actina�y�en�el�tráfico�intracelular.�

�
Figura� 21.� Localización� subcelular� de� las� distintas� especies� de�PIPs.�Las� diferentes� especies� moleculares� ocupan�

distintas� localizaciones� subcelulares,� PI(4,5)P2� se� encuentra� en� la� membrana� plasmática,� PI(3)P� en� endosomas�

tempranos,� PI(4)P� en� el� TGN� y� PI(3,5)P2� en� cuerpos� multivesiculares� y� endosomas� tempranos.� Ello� se� debe� a� la�

distribución� subcelular� de� las� distintas� quinasas� (en� azul)� y� fosfatasas� (en� verde)� de� PIPs.� Figura� obtenida� de�

Vicinanza�y�col.,�2008.�

�
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5.3.1. Los�PIPs�y�los�procesos�celulares�dependientes�de�actina�

�

Tráfico�vesicular�

La�endocitosis�es�un�proceso�celular� fundamental� responsable�de� la�captación�de�nutrientes,�

regulación� de� rutas� de� señalización� y� procesos� morfológicos.� Existen� 11� tipos� diferentes� de�

rutas�endocíticas,�incluyendo�las�dependientes�de�clatrina,�caveolina,�Arf6,�macropinocitosis�y�

fagocitosis.��

En� la� vía� endocítica� de� clatrina� dependiente� el� proceso� de� reconocimiento� de� la� carga� va�

seguido�de�una�reclutación�de�clatrina.�Este�último�está�mediado�por�el�adaptador�AP180�que�

se� une� a� PIP2� por� su� dominio� ANTH.� Posteriormente,� la� formación� de� invaginaciones� de�

membrana� está� realizada� por� proteínas� deformadoras� de� membrana,� como� epsina,� que�

además�de�unirse�a�PIP2�introducen�una�hélice�anfipática�en�la�membrana�(Ford�y�col.,�2002).�

Más�adelante,�los�factores�endocíticos�se�disocian�rápidamente�de�la�vesícula,�en�parte�gracias�

a�la�defosforilación�de�PIP2,�provocada�por�inositol�5�fosfatas�que�interaccionan�con�dinamina�

en�las�últimas�fases�de�la�endocitosis�(Cremona�y�col.,�1999;�McPherson�y�col.,�1996).��

En�la�fagocitosis,�PIP2�se�acumula�en�los�fagosomas�tempranos�por�activación�local�de�PIPK�I�y�

juega�un�papel�importante�en�la�remodelación�de�actina�a�través�del�reclutamiento�de�ABPs�en�

las�membranas�de�los�fagosomas�(Coppolino�y�col.,�2002).�Después�del� inicio�de�la�formación�

del�fagosoma,�la�hidrólisis�de�PIP2�y�el�desensamblaje�de�actina�muestran�cinéticas�espaciales�y�

temporales�similares,�y�lo�que�es�más�importante,�la�desunión�de�actina�del�fagosoma�se�inhibe�

por�la�alteración�de�la�hidrólisis�de�PIP2.�Los�receptores�fagocíticos�son�capaces�de�activar�PI3K,�

que�transforma�PIP2�a�PIP3.�La�acumulación�de�PIP3�activa� la�miosinas�que�se� localizan�en� los�

fagosomas�ya�que�se�unen�al�PIP3�mediante�su�dominio�PH�(Cox�y�col.,�2002).��

PIP2�está�implicado�también�en�la�fase�de�pre�fusión�de�la�exocitosis.�Se�ha�observado�que�la�

distribución�de�PIP2�coincide�con�la�de�las�vesículas� listas�para�ser� liberadas,� las�competentes�

para�llevar�a�cabo�la�exocitosis�(Milosevic�y�col.,�2005;�di�Paolo�y�col.,�2004).��

En� estos� procesos,� PIP2� tiene� un� papel� fundamental� como� co�receptor� de� reclutamiento� y�

regulación�de�proteínas�endocíticas.��

�

Quimiotaxis�

La� migración� celular� dependiente� de� lamelipodios� se� produce� por� extensión� de� protrusiones�

ricas� en� actina� en� el� frente� migratorio.� Los� PIPs� tienen� un� papel� fundamental� en� estas�

estructuras�induciendo�el�ensamblaje�de�la�actina�en�la�membrana�plasmática�y�orientando�la�

dirección� celular� en� la� quimiotaxis.� Se� ha� observado� que� PIP3� se� acumula� en� el� frente�

migratorio�en�dónde�induce�reorganizaciones�en�el�citoesqueleto�de�actina.�Esta�producción�de�
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PIP3�es�promovida�por�la�activación�de�PI3K�por�receptores�quimioatrayentes�(Van�Haastert�y�

Veltman,�2007)�(Figura�22).�Además,�en�la�cola�migratoria,�PTEN�hidroliza�PIP3�suprimiendo�la�

formación� pseudópodos� laterales� y� manteniendo� una� correcta� dirección� migratoria� (Figura�

22A).� Estos� gradientes� de� PIP3� inducen� el� ensamblaje� de� filamentos� de� actina� a� través� de� la�

activación� de� RhoGTPasas.� Contrariamente,� PIP2� inactiva� las� proteínas� que� promueven� la�

polimerización�y�ensamblaje�de�los�filamentos�de�actina,�a�excepción�de�las�proteínas�WASP.��

�

Polaridad�Celular�

Para� una� correcta� polarización� es� crucial� una� localización� de� PIP2� y� PIP3� en� diferentes�

compartimentos� celulares� (Gassama�Diagne� y� col.,� 2006).� PIP2� se� encuentra� en� el� dominio�

apical,�donde�reclutan�anexina�2�que�forma�redes�de�actina�cortical�(Figura�22B),�mientras�que�

PIP3� está� restringida� en� la� zona� basolateral� (Figura� 22B)� gracias� a� PKC��� (Takahawa� y� col.,�

2008).��

�

Citoquinesis��

Durante�la�citoquinesis�tanto�PIP2�como�PIP3�juegan�un�papel�crucial.�La�formación�o�hidrólisis�

de� ambos� está� ligado� a� variaciones� temporales� y� espaciales� de� las� actividades� de� PI3K� y� de�

PTEN.�Cuando�la�célula�empieza�a�redondearse,�PIP3�es� indetectable�debido�a�un�incremento�

de� actividad� PTEN;� durante� la� elongación� PI3K� produce� PIP3� en� los� polos� (Figura� 22C)�

promoviendo�la�polimerización�de�actina�(Janetopoulos�y�Deverotes,�2006).�

�

Quimiotaxis Polarización�Celular Citoquinesis

Estructura�
contractiles de�
actomiosina

Red�de�actina�
cortical

Leyenda

Quimiotaxis Polarización�Celular Citoquinesis

Estructura�
contractiles de�
actomiosina

Red�de�actina�
cortical

Leyenda

�
Figura�22.�Distribución�espacial�de�los�PIPs�durante�los�procesos�de�quimiotaxis,�polarización�y�citoquinesis.�En�los�

diferentes�procesos�celulares�los�PIPs�se�distribuyen�en�unas�zonas�u�otras�permitiendo�la�señalización�necesaria�en�

esas�regiones�de�la�membrana.�Figura�modificada�de�Saarikangas�y�col.,�2010.�
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PIP2�juega�un�papel�regulador�en�la�citoquinesis�localizándose�en�la�zona�de�constricción�(Figura�

22C),�controlando�probablemente�la�actividad�de�varias�ABPs.��

�

5.3.2 Los�PIPs�y�la�regulación�del�citoesqueleto�de�actina�

�

Muchas�ABPs�interaccionan�directamente�con�los�PIPs.�Normalmente,�la�unión�de�proteínas�a�

PIPs�implica�interacciones�electrostáticas�con�cargas�negativas�de�los�fosfatos�presentes�en�el�

anillo�de�inositol.��

PIP2� es� el� fosfoinosítido� que� más� se� ha� relacionado� con� la� regulación� del� citoesqueleto� de�

actina� (Sechi� y� Wehland,� 2000).� Interacciona� directamente� y� regula� ABPs� promoviendo� la�

formación� de� estructuras� de� actina� debajo� de� la� membrana� plasmática� y� otros� orgánulos�

intracelulares.�La�acumulación�de�PIP2�induce�el�ensamblaje�de�la�actina�(Rozelle�y�col.,�2000),�

mientras�que�su�ausencia�de�PIPs�indica�deficiencias�en�la�actina�cortical�(Raucher�y�col.,�2000).��

Existen� ciertos� dominios� proteicos� que� describen� una� elevada� especificidad� de� unión� a� PIPs,�

que� se� encuentran� en� proteínas� señalizadoras� y� proteínas� implicadas� en� la� regulación� del�

citoesqueleto� de� actina.� Estos� permiten� regular� la� dirección� de� proteínas� reguladoras� y� de�

andamiaje� a� los� lugares� de� acción� (Lemmon,� 2008).� Estos� dominios� son� los� siguientes:�

Dominios� PH� (presente� en� proteínas� quinasas,� GAPs,� GEFs� y� proteínas� transportadoras� de�

lípidos;� Cozier� y� col.,� 2004),� Dominios� PTB,� Dominio� PX� y� Dominio� FYVE.� Además,� los� PIPs�

también�pueden�unirse�a�ABPs�que�no�presenten�dominios�canónicos�de�unión�a�PIPs.�Algunos�

ejemplos�de�estas�proteínas�son:�ADF/cofilina,�Profilina,�Twinfilina,�Gelsolina,�Vilina,���actinina,�

Vinculina,�Talina,�ERM�y�Espectrina�

�

5.3.3 Los�PIPs�y�la�regulación�de�las�GTPasas�

�

Muchas�de� las�moléculas� implicadas�en� la�activación/desactivación�de� las�GTPasas�contienen�

dominios�de�unión�a�PIPs,�tales�como�PH�o�FYVE.�Los�PIPs�regulan�la�reclutación�de�GAPs�a�las�

membranas� y� consecuentemente� su� actividad� ya� que� presentan� dominios� de� unión� a� PIPs�

(Figura� 23A).� Por� otro� lado,� diversas� enzimas� metabolizadoras� de� PIPs� son� efectores� de� las�

GTPasas,�provocando�una� retroalimentación�positiva�o�negativa�de�sistema� (Figura�23B).�Por�

último,� las� GTPasas� unidas� a� membrana� funcionan� como� co�receptores� con� los� PIPs� en� el�

transporte�de�proteínas�citosólicas�a�compartimentos�intracelulares�(Figura�23C)�(di�Paolo�y�de�

Camilli,�2006).��
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�
�

Figura�23.� Interacción�de� los�PIPs� con� las�GTPasas.� Los� PIPs� permiten� el� anclaje� de� proteínas� reguladoras� de� las�

RhoGTPasas,�ejercen�de�reguladoras�de�PIPs,�y�de�co�receptores� junto�a� las�RhoGTPasas,�de�moléculas�efectoras.�

Figura�modificada�de�di�Paolo�y�de�Camilli,�2006.�

�

De� todas� las� RhoGTPasas,� las� que� están� más� implicadas� en� la� regulación� de� la� dinámica� y�

organización�del�citoesqueleto�de�actina�son�las�familias�Rho�y�Arf.�

�

RhoGTPasas��

Muchas�RhoGAPs�y�RhoGEFs�contienen�dominios�PH,�y�por�ello�sus�actividades�y/o�localización�

subcelular� están� reguladas� por� PIPs� (Saarikangas� y� col.,� 2010).� Además,� RhoA�GTP� puede�

estimular� la�actividad�PIPK�I�a� través�de�ROCK,�controlando� la� síntesis�de�PIP2� (Amano�y�col.,�

1997).� La� actividad� de� otra� RhoGTPasa,� Rac,� está� regulada� por� PIPs,� e� incluso� Rac� puede�

interaccionar� directamente� con� PIPK�I� y� promover� la� síntesis� de� PIP2� en� la� membrana�

plasmática� (Chatah� y� Abrams,� 2001).� En� cuanto� a� Cdc42,� una� de� sus� GEFs,� fabrina,� contiene�

dominios� PH� y� FYVE,� lo� cual� conecta� su� actividad� y� localización� a� la� señalización� de� PIPs�

(Nakanishi�y�Takai,�2008).�

�

ArfGTPasas��

Estas� proteínas� juegan� un� papel� muy� importante� en� las� rutas� de� tráfico� y� su� actividad� está�

estrechamente�conectada�al�citoesqueleto�de�actina.�La�mayoría�se�localizan�en�el�aparato�de�

Golgi� (Arf1),� menos� Arf6� que� principalmente� se� encuentra� en� la� membrana� plasmática� y�
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endosomas.� Estas� GTPasas� están� implicadas� en� reorganizaciones� del� citoesqueleto� de� actina�

mediante� la� inducción� de� producción� de� PIP2� tanto� en� la� membrana� plasmática� como� en� el�

aparato� de� Golgi.� Arf6� altera� la� composición� lipídica� de� la� membrana� plasmática� activando�

PIPK�I�a�través�de�una�interacción�directa�(Aikawa�y�Martin,�2003).�Las�ArfGTPasas�también�se�

unen�a�PLD,�que�procesa�fosfatidilcolina�(PC)�generando�ácido�fosfatídico�(PA).�PA,�estimula�la�

actividad�de�quinasas�PIPK�I�de�forma�sinérgica�con�Arf,�aumentando�la�producción�de�PIP2.�

�
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�

1. �� Elucidar� las� vías� de� señalización� a� través� de� las� cuales� la� exposición�
crónica� a� etanol� afecta� la� organización� del� citoesqueleto� de� actina� en�
astrocitos�corticales�de�rata�neonatales.�

�

�

�

�

2. �� Evaluar� la� potencial� aplicación� biomédica� de� herramientas�
nanotecnológicas�en�modelos�celulares�expuestos�a�etanol.�

�
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
�
�
�
�
(La� base� conceptual� de� cada� objetivo� está� explicada� antes� de� cada� uno� de� los� trabajos.)
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�

�

OBJETIVO� 1.� �� Elucidar� las� vías� de� señalización� a� través� de� las� cuales� la�
exposición�crónica�a�etanol�afecta�la�organización�del�citoesqueleto�de�actina.��

�

�

�

Anteriormente�se�había�descrito�que� la�exposición�crónica�a�etanol�provocaba,�entre�

otras,� alteraciones� en� la� vía� endocítica� (Tomás� y� col.,� 2002).� Ello� coincidía� con�

alteraciones� en� la� dinámica� y� la� organización� del� citoesqueleto� de� actina,� las� cuales�

según� ciertas� evidencias� experimentales� (comentadas� en� la� discusión)� podían� ser�

causadas�por�la�RhoGTPasa�RhoA�(Tomás�y�col.,�2003).�Conceptualmente,�este�primer�

trabajo� trataba� de� profundizar� en� los� mecanismos� moleculares� por� los� cuales� la�

exposición� crónica� a� etanol� provocaba� tales� modificaciones� en� la� actina.� Para� ello� se�

analizaron� moléculas� implicadas� en� la� regulación� de� la� organización� y� dinámica� del�

citoesqueleto�de�actina,�las�RhoGTPasas�RhoA,�Rac1�y�Cdc42�así�como�los�niveles�de�los�

fosfoinosítidos.�Se�observó�una�disminución�de�niveles�de�RhoA�activa�(RhoA�GTP)�en�

astrocitos� expuestos� a� etanol,� lo� cual� venía� dado� por� el� aumento� de� la� actividad�

RhoGAP.�Otras�RhoGTPasas,�como�Cdc42�o�Rac�no�presentaban�alteraciones.�Por�otro�

lado,� el� etanol� disminuía� los� niveles� de� fosfatidilinositol� [PI],� fosfatidilinositol�

monofosfato� [PI(4)P]� y� fosfatidilinositol� bifosfato� [PI(4,5)P2].� El� ácido� lisofosfatídico�

(LPA),� un� conocido� estimulador� de� la� vía� RhoA,� restituía� la� organización� normal� del�

citoesqueleto�de�actina�en�astrocitos�expuestos�al�etanol�y�normalizaba�los�niveles�de�

RhoA�GTP�y�de�fosfoinosítidos.�Por�ello,�se�concluye�que�el�etanol�afecta�a�moléculas�

implicadas� en� la� regulación� de� la� actividad� de� RhoA,� concretamente� las� proteínas�

RhoGAP,�y�que�el�LPA�actúa�como�un�agente�citoprotector�frente�al�alcohol.��

�

�
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�

OBJETIVO� 1.� �� Elucidar� las� vías� de� señalización� a� través� de� las� cuales� la�
exposición�crónica�a�etanol�afecta�la�organización�del�citoesqueleto�de�actina.�

��

�

�

Nuestro� objetivo� era� determinar� que� molécula(s)� es� (son)� la(s)� responsable(s)� del�

aumento� de� la� actividad� RhoGAP� observado� en� el� primer� trabajo� en� astrocitos�

expuestos� a� etanol.� Los� siguientes� indicios� nos� indujeron� a� hipotetizar� que� las�

p190RhoGAPs�(p190A�y�p190B)�podían�estar�directamente�implicadas:� i)�su�expresión�

en�el�cerebro�es�elevada�(Matheson�y�col.,�2006);�ii)�es�conocida�su�implicación�en�los�

procesos�de�crecimiento�axonal�y�adhesión�neuronal�(Govek�y�col.,�2005);�iii)�participan�

en� el� desarrollo� neuronal� (Brouns� y� col.,� 2000);� iv)� PKC� (diana� conocida� del� etanol)�

pueden� activarlas� (Brouns� y� col.,� 2000);� v)� muestran� especificidad� para� Rho� y� Rac�

(Jacobs�y�Hall,�2005)�y�vi)�a�niveles�bajos�de�PI(4,5)P2�(efecto�que�ocurre�por�el�etanol�y�

descrito�en�nuestro�primer�trabajo)�su�afinidad�por�RhoA�aumenta�(Ligeti�y�col.,�2004).�

Así�pues,�en�este�segundo�trabajo�observamos�que�en�los�astrocitos�expuestos�a�etanol�

1)� no� existen� cambios� de� expresión� de� p190A� y� p190B,� 2)� hay� un� aumento� de� la�

actividad�RhoGAP�asociada�a�p190A�y�p190B,�3)�se�produce�una�mayor�formación�del�

complejo� p190RhoGAP�p120RasGAP� lo� cual� es� indicativo� de� su� mayor� activación,� 4)�

aumenta� la�unión�a�RhoA�GTP�(su�sustrato)�y�5)� tiene� lugar�una�redistribución�de� las�

p190RhoGAPs�del�citoplasma�a�la�periferia�celular.�Todas�estas�evidencias�demuestran�

que� en� astrocitos� expuestos� crónicamente� al� etanol� hay� una� mayor� activación� de�

p190RhoGAPs.� Estas� evidencias� experimentales� justifican� pues� la� disminución� de� los�

niveles�de�RhoA�GTP�y�la�reorganización�de�la�actina�descrita�en�el�trabajo�anterior.�
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Abstract

We previously reported that cells chronically exposed to ethanol show alterations in 

actin cytoskeleton organization and dynamics in primary cultures of newborn rat 

astrocytes, a well-established in vitro model for foetal alcohol spectrum disorders. 

These alterations were attributed to a decrease in the cellular levels of active RhoA 

(RhoA-GTP), which in turn was produced by an increase in the total RhoGAP activity. 

We here provide evidence that p190RhoGAPs are the main factors responsible for such 

an increase. Astrocytes chronically exposed to ethanol show: (1) an increase in p190A- 

and p190B-associated RhoGAP activity; (2) higher binding of p190A and p190B to 

RhoA-GTP; (3) higher p120RasGAP-p190RhoGAP complex formation; and (4) the 

recruitment of both p190RhoGAPs to the cell periphery. Therefore, our data implicate 

p190RhoGAPs as directly responsible in the characteristic actin cytoskeleton alterations 

occurring in astrocytes following exposure to ethanol.
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Introduction

Young and adult individuals who were prenatally exposed to ethanol as a consequence 

of ethanol consumption by their mother usually suffer a variety of psychological and 

organic alterations that are known as foetal alcohol spectrum disorders (FASD) (Riley 

and McGee 2005; Guerri et al. 2009). Among these disorders the most evident, and 

therefore, diagnosticable pathology is foetal alcohol syndrome (FAS). Individuals 

suffering from FAS usually present a characteristic facial pattern, growth deficiencies at 

pre- and postnatal stages, and mental retardation (Goodlett and Horn 2001; Riley and 

McGee 2005; Martínez and Egea 2007). Other FASD affected individuals usually 

exhibit an apparently normal phenotype, but show neurobehavioral deficiencies (Kelly 

et al. 2000; Mancinelli et al. 2006).  

The dysfunction of essential cellular processes in the central nervous system (CNS) 

caused by ethanol teratogenicity lies at the basis of these pathologies. Of particular 

concern are the harmful effects of ethanol on the genesis, proliferation, survival, and 

internal organization of astrocytes (Guerri et al. 2001; Costa et al. 2004; Vemuri and 

Chetty 2005). Astroglial cells provide functional, structural and metabolic support to 

neurons (Bezzi and Volterra 2001; Pellerin et al. 2007). After vascular endothelial cells, 

astrocytes are the first cellular barrier to suffer the impact of ethanol and its harmful 

effects in the CNS. In this respect, rat astrocytes chronically exposed to ethanol exhibit 

a higher glucose uptake and alterations in the oligosaccharides on the cell surface 

(Tomás et al. 2002; Tomás et al. 2003). Both processes are particularly relevant because 

the former is essential for neuronal metabolism, and the latter for neuronal migration 

and glial-neuron contacts. Concurrently, we reported that some of the ethanol-induced 

alterations observed in a variety of subcellular processes such as change in the secretory 

and endocytic pathways could result from impairment of the actin cytoskeleton 
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organization and dynamics (Tomás et al. 2003; Tomás et al. 2004; Tomás et al. 2005). 

We reported that ethanol decreases actin stress fibres and induces a rearrangement of 

the actin cytoskeleton, which acquires a circular organization at the cell periphery 

(Tomás et al. 2003; Martínez et al. 2007). We then hypothesized that the molecular 

machinery that controls actin cytoskeleton organization could be responsible for these 

alterations. We thus focused our recent studies on the RhoGTPases as key regulators of 

actin organization in the cell (Jaffe and Hall 2005), especially RhoA. This was based on 

the following: (i) the expression of a constitutively active mutant of RhoA (RhoAV14) 

and treatment with lysophosphatidic acid (LPA), an activator of the RhoA/ROCK 

pathway, prevented and reverted, respectively, the ethanol-induced actin alterations 

(Tomás et al. 2003); and (ii) there was a strong decrease in the formation of stress fibres 

generated by the decrease in the active RhoA (RhoA-GTP) levels, which in turn was a 

consequence of an increase in total RhoGAP activity (Martínez et al. 2007). These 

results thus indicated that ethanol impairs the molecular machinery directly involved in 

the fine regulation of the activation-inactivation cycle of RhoA. Its active and inactive 

states are regulated by GEFs (guanine exchange factors) and GAPs (GTPase-activating 

proteins), which respectively generate active (RhoA-GTP) or inactive (RhoA-GDP) 

forms (Jaffe and Hall 2005). Total RhoGEF activity is not affected by ethanol exposure 

in newborn rat astrocytes (Martínez et al. 2007). 

In the human genome around 70 different RhoGAPs have been identified so far 

(Tcherkezian and Lamarche-Vane 2007). We here study the potential involvement of 

p190RhoGAPs in ethanol-induced actin alterations for the following reasons: (i) they 

are highly expressed in the brain (Matheson et al. 2006); (ii) they are involved in axonal 

growth cones, neuronal adhesiveness (Govek et al. 2005) and development (Brouns et 

al. 2000); (iii) they are substrates of PKC, which in turn is a target of ethanol (Brouns et 

al. 2000); and (iv) they are specific for RhoA and Rac (Jacobs and Hall 2005), but their 
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affinity for the former is greatly enhanced when phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 

(PIP2) levels are low (Ligeti et al. 2004), which occurs in ethanol-treated astrocytes 

(Martínez et al. 2007). The family of mammalian p190RhoGAPs includes two closely 

related members, p190A and p190B, both of which exhibit potent RhoGAP activity in

vitro (Vincent and Settleman 1999). They are strongly related in overall structure and 

primary sequence, and widely expressed in mammalian tissues (Settleman et al. 1992; 

Burbelo et al. 1995; Brouns et al. 2000; Jacobs and Hall 2005; Matheson et al. 2006). 

Therefore, we concentrated on these two p190RhoGAPs, whose combined activity 

accounts for most of RhoGAP inhibition in mammalian cells (Vincent and Settleman 

1999). 

 Results shown here indicate that ethanol enhances p190RhoGAPs activity, which 

provides insights into the molecular mechanisms responsible for the characteristic actin 

cytoskeleton alterations caused by chronic ethanol exposure in newborn rat astrocytes.  

Material and Methods 

Antibodies and reagents 

The following polyclonal antibodies were used at their corresponding working dilution: 

anti-actin antibody from Cytoskeleton (Denver, CO, USA), 1/5,000; anti-p120RasGAP 

and anti-RhoGDIs from Santa Cruz (Delaware, CA, USA) both at 1/1,000; anti-RhoA-

GTP from New East Biosciences (Malevern, PA, USA), at 1/1,000. Secondary 

polyclonal goat anti-rabbit and goat anti-mouse IgG HRP antibodies from Promega 

(Eugene, OR, USA), were both used at 1/3,000. Cyanine-3 (Cy3)- and Cyanine (Cy2)-

conjugated mouse secondary antibodies were from Jackson Laboratories (CSH, USA) 

and used at 1/50. The monoclonal antibodies were: anti-�-tubulin and anti-GFAP 

antibodies from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) and respectively used at 1/50,000 
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and 1/500; anti-p190A and anti-p190B were from BD Biosciences (San Jose, CA, 

USA), both used at 1/2,000 for Western blotting and 1/50 for immunofluorescence 

experiments. TRITC-phalloidin and FITC-phalloidin were purchased from Sigma-

Aldrich and used at 0.02 mg/ml. �-[32P]-GTP was from Hartmann Analytic 

(Braunschweig, Germany). DAPI was from Calbiochem (Darmstadt, Germany). 

Ethanol was from Merck (Nottingham, UK). 

 

Cell culture and ethanol treatment 

HEK293T cells were grown in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) 

supplemented with 10% (v/v) foetal bovine serum (FBS), 20 mM L-glutamine, 10 mM 

sodium pyruvate, 100 mg/ml streptomycin and 100 U/ml penicillin. Cell cultures were 

maintained at 37 °C in humidified 5% CO2 atmosphere. 

Primary cultures of cortical astrocytes were prepared from newborn (P1) Wistar rats as 

previously reported (Martínez et al. 2007). Briefly, cells were plated into 75 cm2 flasks 

in DMEM culture medium supplemented with 10 % FBS. Cell cultures were maintained 

at 37 °C in a humidified 5% CO2 atmosphere and shaken overnight at 100 rpm in 

anaerobic conditions. Before reaching confluence, cells were replated and grown for at 

least 7 days in the absence or presence of ethanol (100 mM). The purity of astrocyte 

cultures was assessed by immunofluorescence using anti-glial fibrillary acidic protein 

(GFAP) monoclonal antibody (Renau-Piqueras et al. 1989), which showed that cultures 

contained 90-95% of astrocytes. Ethanol was added once every 24 h. The ethanol 

concentration used in our study is comparable to the average amount found in the blood 

of ethanol-tolerant individuals and pregnant women (Urso et al. 1981; Church and 

Gerkin 1988; Jones and Sternebring 1992; Eckardt et al. 1998). All experiments using 

rats were approved by the appropriate institutional review committee and performed in 
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strict compliance with the European Community Guide for the Care and Use of 

Laboratory Animals. 

 

Western blotting 

Cell extracts were prepared from 100 mm-plate fresh cell cultures by adding 300 �l of 

cold lysis buffer (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl2, 2 mM EDTA, 50 mM NaF, pH 7.4) 

containing protein (aprotinin, leupeptin and pepstatin A) and phosphatase (sodium 

orthovanadate and PMSF) inhibitors. Samples were incubated for 10 min on ice, then 

gently sonicated (two rounds of 5 s per sample) and finally centrifuged (1000xg for10 

min at 4°C). Protein was determined with the DC Protein Assay from Bio-Rad 

(Hercules, CA, USA). Equal amounts of lysates were loaded with loading buffer 5x 

(containing 10% �-mercaptoethanol), subjected to 10% (v/v) sodium dodecylsulfate-

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and transferred (90 min, 100 mV) to 

nitrocellulose membranes (Whatman, Maidstone, Kent, UK). Blots were blocked in 5% 

BSA/TBST buffer (20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 0.1% Tween-20) for 1 h, and 

immunoblotted to test the various antigens listed above. Primary antibodies were diluted 

in PBS containing sodium azide and blots were incubated overnight at 4°C. The 

following day, blots were rinsed and incubated with secondary HRP-tagged IgG 

antibodies for 1 h in 5% BSA/TBST buffer. After several rinses, blots were developed 

for 4 min at room temperature with Western Blotting Luminol Reagent (Santa Cruz, 

Delaware, CA, USA). Bands were visualized by exposure of the membrane to 

Hyperfilm (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). Band intensities were 

measured by densitometry scanning of the film using Image J software. Immunoblots 

shown are representative of at least three independent experiments. 
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Immunoprecipitation

Whole cell extracts were prepared by adding 500 �l of modified RIPA buffer (20 mM 

Tris-HCl pH 7.5, 137 mM NaCl, 10 % glycerol, 0.05 % SDS, 0.5 % Triton X-100, 0.1 

% sodium deoxycholate, 2 mM EDTA) and processed as indicated above. Equal 

amounts of sample lysates were incubated overnight with the respective antibody (anti-

p190A, anti-p190B or anti-RhoA-GTP antibodies) and with 50 �l of 50% slurry of 

protein A-sepharose beads. The next day, beads were rinsed three times in modified 

RIPA buffer. Proteins were eluted from sepharose beads by adding 20 �l of loading 

buffer 5x (containing 10% �-mercaptoethanol).  

 

Immunofluorescence microscopy 

Astrocytes were fixed in 4% formaldehyde in PBS for 10 min at room temperature, 

rinsed in PBS (3 x 5 min) and incubated in PBS containing 50 mM ammonium chloride. 

Cells were then permeabilized for 10 min with PBS containing 0.1% saponin and 1% 

BSA. Primary antibodies were incubated for 1 h, and secondary antibodies for 45 min in 

PBS containing 1% BSA. Actin cytoskeleton was visualized by incubating cells for 30 

min with TRITC or FITC-labelled phalloidin. Coverslips were mounted onto 

microscope slides using Mowiol. Cells were observed on an Olympus BX60 

epifluorescence microscope with a cooled Orca-ER CCD camera (Hamamatsu 

Photonics, Japan) or a Leica TCS SL laser-scanning confocal spectral microscope 

(Leica Microsystems Heidelberg, Manheim, Germany). The images were processed 

using Adobe Photoshop CS (Adobe Systems, San Jose, CA, USA) and Image J 

software.  
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RhoGAP activity assays 

To determine total RhoGAP activity, bacterially expressed RhoA was purified by 

standard procedures (Garcia-Mata et al. 2006) and loaded (3 �g) with �-[32P]-GTP (5 

�Ci) for 10 min at 30°C. For the GTPase-activating protein (GAP) reaction, the [32P]-

GTP-loaded RhoA was incubated with lysates from untreated or ethanol-treated 

astrocytes in the presence of MgCl2 (10 mM) at 30°C for 30 min (reaction kinetics was 

checked by the removal of aliquots at different times). The reaction mixture was 

subsequently fractionated in sodium molybdate/isopropyl acetate. A sample of the 

organic phase was counted by scintillation.  

To determine RhoGAP activity of p190A and p190B, the respective 

immunoprecipitated fractions from HEK293T cells were incubated for 15 min at 37°C 

with lysates from astrocytes grown in the absence or presence of ethanol prior to the 

measurement of GTP hydrolysis.  

 

Transfection  

Plasmids were transfected into HEK293T cells using calcium phosphate (Guegan et al. 

2008) or with Lipofectamine 2000, following the manufacturer’s recommendations. 

 

Statistical analysis 

Statistical analysis was performed using the one-way analysis of variance (ANOVA) 

followed by the Bonferroni’s multiple comparison test, or Student’s t test (GraphPad 

Software, San Diego, CA, USA). Results are expressed as mean ± standard deviation 

(SD). 
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Results

Ethanol does not alter protein content of p190RhoGAPs expressed in rat astrocytes

It has been reported in different cell types that there are two isoforms of p190RhoGAP, 

p190A and p190B (Matheson et al. 2006; Guegan et al. 2008), but their presence in rat 

astrocytes was unknown. Thus, we first examined the expression of both p190RhoGAPs 

in this cell type. Both p190A and p190B were expressed in total cell extracts of rat 

astrocytes (Fig. 1A). However, their respective protein levels were not altered by 

ethanol exposure (Fig. 1B). This result did not rule out their potential involvement in 

the total RhoGAP activity increase produced by ethanol (Martínez et al. 2007), since it 

is possible that the RhoGAP activity of p190 isoforms could be perturbed by ethanol 

without any change in their protein content. Therefore, we next proceeded to check this 

possibility.  

 

Ethanol increases the RhoGAP activity of p190A and p190B 

We first attempted to measure the RhoGAP activity of immunoprecipitated p190A and 

p190B from lysates of untreated and ethanol-treated astrocytes. Unfortunately, we were 

unable to detect in any RhoGAP activity of p190A and p190B despite having 

successfully immunoprecipitated them from lysates (L for Lysates and P for 

immunoprecipitated fraction in Fig. 2Ai and ii). It is important to highlight that it was 

not a problem of the RhoGAP assay since we carried out parallel experiments to 

confirm that indeed ethanol increased total RhoGAP activity (Fig. S1 and Martínez et 

al. 2007). Then, we reasoned that if p190RhoGAPs mostly contribute to the ethanol-

induced increase of the RhoGAP activity, such an increase should not be produced in 

samples immunodepleted of p190RhoGAPs. Thus, we measured the total RhoGAP 

activity that remained in the supernatant after the respective p190 isoform 
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immunoprecipitations (Fig. 2A). The presence of p190A and p190B in the supernatants 

was greatly reduced or undetectable after their respective immunoprecipitation (S for 

supernatant in Fig. 2Ai and ii). RhoGAP activity measured in the respective 

supernatants showed no difference between control and ethanol-treated samples (Fig. 

2Ai and ii). When p190A and p190B were both immunodepleted from lysates 

simultaneously, there was even a significant decrease (about 30%) in the RhoGAP 

activity of the supernatant from ethanol-treated samples (Fig. 2Aiii). This result 

indirectly indicates that p190A and p190B RhoGAPs significantly contribute to the 

increased total RhoGAP activity produced by ethanol.  

Our inability to measure RhoGAP activity from immunoprecipitated p190RhoGAPs 

may have been due to the absence of cofactors. To test this possibility, we first 

immunoprecipitated p190A or p190B from human HEK293T cells, where both 

p190RhoGAPs are highly expressed and share 95% homology with their rat 

orthologues. Thereafter, we incubated the respective p190 immunoprecipitated fractions 

with lysates from untreated or ethanol-treated astrocytes. We reasoned that these lysates 

should contain the cofactors necessary to activate immunoprecipitated p190RhoGAPs, 

and therefore allow us to measure their intrinsic RhoGAP activities. Thus, there was a 

significant increase in the RhoGAP activity from immunoprecipitated p190A or p190B 

(35% and 50%, respectively) when they were incubated with lysates from ethanol-

exposed samples (Fig. 2B). To be completely sure that we were indeed measuring the 

RhoGAP activity from p190 in the previous assay, HEK293T cells were transfected 

with a plasmid expressing the constitutively inactive mutant form of p190A (p190-RA 

or p190R1283A) (Noren et al. 2003) (Fig. S2A). We then proceeded with the same 

experimental approach as indicated above and, as we expected, the p190A RhoGAP 

activity decreased significantly (Fig. S2B). p190B RhoGAP activity was not measured 

because p190-RA mutant is exclusive to the p190A isoform (Fig. S2C). Taken together, 
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these results show that: (i) ethanol produces the activation of p190A and p190B, and (ii) 

cofactors are necessary for their activation (see below).  

Finally, another method for examining p190RhoGAP activation was to measure the 

binding to its substrate RhoA-GTP (Noren et al. 2003; Guegan et al. 2008). Lysates 

from untreated and ethanol-exposed astrocytes were immunoprecipitated with a 

commercially available antibody specific to RhoA-GTP (see Material and Methods). 

Thereafter, the presence of p190A or p190B was analyzed by Western blotting. Co-

immunoprecipitation of both p190RhoGAPs was greater in ethanol than in control 

samples (Fig. 2C), which corroborates that both p190A and p190B are indeed more 

activated in ethanol-exposed cells.  

Ethanol promotes the p190RhoGAP-p120RasGAP complex formation 

Potential cofactors to explain the ethanol-induced increase in p190RhoGAPs activity 

include p120RasGAP. The formation of a complex between both proteins is essential 

for p190RhoGAP activity (Pixley et al. 2005; Bradley et al. 2006; Huot et al. 2009). 

Therefore, we reasoned that ethanol should also stimulate the formation of this protein 

complex. To test this possibility, we first immunoprecipitated p190A or p190B from 

extracts of control and ethanol-treated astrocytes. Thereafter, we examined by Western 

blotting the presence of p120RasGAP in each p190A or p190B immunoprecipitated 

fraction. We observed that more p120RasGAP co-immunoprecipitated with p190A in 

ethanol-exposed samples (Fig. 3A, C). However, the complex formed between p190B 

and p120RasGAP was practically undetectable (Fig. 3B), which confirms that the 

interaction with p120RasGAP is exclusive to the p190A isoform (Matheson et al. 2006). 

Therefore, the results corroborate the above mentioned increase in p190A RhoGAP 

activity caused by ethanol, and also point to p120RasGAP as a cofactor necessary for 

the ethanol-induced activation at least for p190A.  
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Ethanol stimulates the recruitment of p190RhoGAPs to the cell periphery 

p190RhoGAPs must be recruited to the plasma membrane to inactivate RhoGTPases 

(Bradley et al. 2006; Tomar et al. 2009). Therefore, we examined by confocal 

microscopy the subcellular distribution of p190A and p190B in untreated and ethanol-

treated astrocytes. In control cells, p190A and p190B were mainly localized in the 

nucleus and to a much lesser extent in the perinuclear cytoplasm (Fig. 4A and B). 

Ethanol treatment induced their redistribution to the cell periphery as observed in 

confocal images obtained from the base of cells (Fig. 4A and B, arrowheads). Double 

labelling with phalloidin was carried out to show: (i) the actin cytoskeleton 

rearrangements caused by ethanol exposure, which consists of a decrease in actin stress 

fibres and of the formation of peripheral actin bundles (Tomás et al. 2003; Martínez et 

al. 2007), and (ii) the cell periphery (Fig. 4A and B). As shown in insets of Fig. 4A and 

B, ethanol-treated cells showed a higher level of localization of both p190RhoGAPs at 

the cell periphery. Moreover, this ethanol-induced recruitment of both p190RhoGAPs to 

the cell periphery is in turn demonstrative of their activation.  

 

Discussion

Here we report that in rat astrocytes the ethanol-induced increase in total RhoGAP 

activity that accompanies actin cytoskeleton rearrangement is mainly caused by the 

activation of p190A and p190B RhoGAPs. Whereas both participate in axon guidance 

(Chardin 2006) and neural development (Brouns et al. 2000) in neurons, very little is 

known about their expression and functional relevance in other neural cell types. For 

instance, they are involved in oligodendrocyte differentiation (Wolf et al. 2001; Wang 
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et al. 2009). Our study shows for the first time the presence and the importance of 

p190RhoGAPs in astrocytes.  

As indicated in the introduction, the ethanol-induced increase of the total RhoGAP 

activity in rat astrocytes led us to focus on RhoGAPs. One explanation of this result was 

that chronic ethanol exposure could upregulate the protein levels of p190RhoGAPs, 

which are the main source of cellular RhoGAP activity (Vincent and Settleman 1999). 

However, the observation that ethanol did not produce this alteration led us to 

hypothesize that their intrinsic RhoGAP activity had increased. We vindicated this 

hypothesis experimentally. Thus, p190RhoGAPs from ethanol-treated samples showed 

a much higher capability to bind RhoA-GTP. Whereas we could not directly measure 

RhoGAP activity from immunoprecipitated p190A or p190B, the expected ethanol-

induced p190RhoGAPs activity increase was directly confirmed only when 

immunoprecipitated p190A or p190B fractions were incubated in the presence of 

extracts from ethanol-exposed astrocytes. In this case there was an increase in their 

intrinsic RhoGAP activity of about 35% and 50%, respectively, in comparison to 

untreated cells. Furthermore, p190A or p190B immunodepleted fractions from ethanol-

exposed astrocytes showed no difference in the total RhoGAP activity respect to control 

samples. When both p190 isoforms were immunoprecipitated simultaneously and the 

total RhoGAP activity of the supernatant was measured, there was even a significant 

decrease in ethanol samples. This suggests that, as expected, most of the total RhoGAP 

activity was attributable to p190RhoGAPs.  

As mentioned above, the initial impossibility of directly assaying the RhoGAP activity 

of immunoprecipitated p190A or p190B from lysates of control and ethanol-exposed 

astrocytes suggested that other molecular components were necessary for the activation 

of both isoforms. The observation that more p120RasGAP co-immunoprecipitated with 

p190A in ethanol samples supports our hypothesis. At the same time it indicates higher 
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p190A RhoGAP activity. Many RhoGAPs are regulated by phosphorylation (Jacobs and 

Hall 2005) and/or interactions with other factors like the mammalian Ras regulator 

p120RasGAP (Bradley et al. 2006). Therefore, the involvement of p120RasGAP is not 

surprising. Indeed, the association between phosphorylated PDGF� receptor subunit and 

p120RasGAP has also been reported in astrocytes which in that case was inhibited by 

ethanol, leading to alterations in cell proliferation (Luo and Miller 1999). Nevertheless, 

in our case the p120RasGAP-p190RhoGAP interaction does not explain the totality of 

the increase in p190RhoGAPs activity induced by ethanol, since p120RasGAP does not 

co-immunoprecipitate with p190B (our own results and Matheson et al. 2006). 

Moreover, other p190RhoGAP partners and activity modulators could also be involved, 

such as p120 catenin (Wildenberg et al. 2006) and the focal adhesion kinase (FAK) 

(Tomar and Schlaepfer 2009). At the moment, we do not know which cofactors interact 

to facilitate activation of p190B. 

In addition, we show that ethanol stimulates the recruitment of p190A and p190B to the 

cell periphery. This is also indicative of the activation of p190RhoGAPs in ethanol-

exposed cells. This translocation cannot occur without the presence of other molecular 

partners, including p120RasGAP (Bradley et al. 2006). This is consistent with our 

observation that ethanol promoted the complex formation between p190A and 

p120RasGAP (Fig. 3). FAK also participates in this recruitment to the plasma 

membrane (Tomar and Schalepfer 2009). The potential involvement of FAK could, in 

turn, involve the participation of p190RhoGAPs in focal adhesion dynamics and 

therefore in cellular adhesion and migration. In this respect, ethanol perturbs focal 

adhesion formation (Miñambres et al. 2006) and neuronal migration (Carter et al. 2008). 

We thus hypothesize that p190RhoGAPs are involved in this alteration. 

Our results point to a molecular mechanism by which actin dynamics and organization 

are affected by ethanol in glial cells, which implicates p190RhoGAPs. This is consistent 
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with what has been reported in other models of neurological disorders. In Drosophila, 

neuronal RhoGAP18B gene mutations confer resistance to the sedating effects of 

ethanol (Rothenfluh et al. 2006). In a parallel study, mice lacking Eps8, a regulator of 

actin dynamics under the control of Rac (Di Fiore and Scita 2002), were more resistant 

to the actin remodelling induced by ethanol. Consequently, these mice were also more 

resistant to its sedative effects and showed higher ethanol consumption (Offenhäuser et 

al. 2006). Therefore, changes in the activity of RhoGTPases induced by ethanol affect 

the regulation of the actin cytoskeleton both in neuronal and, as our results now 

indicate, in glial cells. All these alterations collectively contribute to the appearance of a 

variety of well-characterised harmful effects in cellular processes. Such effects finally 

lead to cognitive disorders that are associated with the consumption of alcohol and/or 

other addictive substances (Gourley et al. 2009). In the case of FASD, both behavioural 

and cognitive alterations begin during neural development (Govek et al. 2005). Thus, it 

has been postulated that p190A can influence fear-conditioning through alterations in 

the axon and dendritic structures as a consequence of actin cytoskeleton rearrangement 

(Lamprecht et al. 2002). Moreover, such dendritic alterations (in which p190A is 

involved) induced behavioural flexibility and sensitivity to cocaine in adolescent brains 

(Gourley et al. 2009). Furthermore, since the enhancement of the activity of 

RhoGTPases in the brain correlates with an improvement in learning and memory 

(Diana et al. 2007), their impairment by ethanol provides additional evidence of their 

involvement in FASD. Thus, RhoGTPases are considered as common targets of 

addictive substances, and in our case, the activation of RhoGAP activity by ethanol 

seems to be an important mechanism for explaining the dysfunction of RhoA (Martínez 

et al. 2007). 

Finally, we postulate a working model (Fig. 5) in which ethanol impairs the 

RhoA/ROCK pathway by an abnormal increase in p190RhoGAP activity, which in turn 
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reduces the RhoA-GTP pool (Martínez et al. 2007), with the subsequent translocation to 

the cytoplasm of the resulting inactive RhoA (RhoA-GDP), the reduction of actin stress 

fibres and the appearance of peripheral actin rearrangement. This effect is mostly 

mediated by the increase in p190RhoGAPs at the cell periphery, which is facilitated by 

a greater interaction with p120RasGAP (Fig. 5). However, the degree of 

phosphorylation of p190 isoforms in cells exposed to ethanol, and the contribution of 

other factors to the increase in the p190RhoGAPs/RhoA-GTP interaction remain to be 

determined (indicated as dotted lines in Fig. 5) (Brouns et al. 2001; Sordella et al. 2003; 

Hernández et al. 2004; Mori et al. 2009). Our group is currently working on this, in 

search of a fuller understanding of the mechanisms by which chronic ethanol exposure 

leads to the alteration of actin dynamics.  

The results reported here could be extrapolated to other cell types particularly sensitive 

to ethanol exposure such as neurons and hepatocytes since the molecular machinery that 

governs actin dynamics and organization is largely common between mammalian cells.  
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FIGURE LEGENDS 

 

Figure 1. p190RhoGAPs are expressed in primary cultures of rat astrocytes. A) 

Western blot showing p190RhoGAPs (p190A and p190B) protein content in total 

lysates from rat astrocytes on different culture days in the presence or absence of 

ethanol (100 mM). B) Quantitation of results shown in A clearly indicates that there was 

no variation in p190RhoGAPs protein content. Values are the mean ± SD from three 

independent experiments. CTRL: control; EtOH: control. 

 

Figure 2. p190RhoGAPs activity is increased in astrocytes chronically exposed to 

ethanol. A) Total RhoGAP activity from lysates immunodepleted for p190A, p190B or 

both at the same time (i, ii, and iii, respectively). Values are the mean ± SD three 

independent experiments. Statistical significance using the Student’s t test, p � 0.05 (*). 

B) p190RhoGAPs activity was measured in immunoprecipitated p190A or p190B 

incubated with total lysates of astrocytes grown in the absence (control) or presence of 

ethanol. Values are the mean ± SD from three independent experiments. Statistical 

significance using the Student’s t test, p � 0.05 (*). C) 190A and p190B levels bound to 

active RhoA-GTP from total extracts of untreated or ethanol-treated astrocytes. Values 

in the quantitative analysis are the mean ± SD from three independent experiments. 

Statistical significance using the Student’s t test, p � 0.05 (*); p � 0.001 (***). L: 

lysates; S: supernatant; P: immunoprecipitated fraction. 

 

Figure 3. Ethanol promotes the formation of p120RasGAP-p190RhoGAP complex. 

A and B) p120RasGAP levels co-immunoprecipitated with p190A (A) or p190B (B) in 

ethanol-exposed astrocytes. C) Quantitative analysis of results shown in A. Values are 
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the mean ± SD from three independent experiments. Statistical significance using the 

Student’s t test, p � 0.01 (**). 

 

Figure 4. Ethanol stimulates the redistribution of p190RhoGAPs to the cell 

periphery. A and B) Confocal microscopy stack images that include the plasma 

membrane and the subplasmalemal cytoplasm (cell periphery) of control and ethanol-

treated astrocytes co-stained for F-actin and p190A or p190B isoforms with phalloidin 

and monoclonal antibodies, respectively. Ethanol-exposed astrocytes show the 

characteristic actin cytoskeleton rearrangement and the recruitment of p190A and 

p190B to the plasma membrane (arrowheads) and cell periphery. Insets show reslices of 

the cell periphery in the Z axis from the confocal stacks. Scale bar: 10 �m.

 

Figure 5. Signalling model involved in the actin cytoskeleton rearrangements 

produced by chronic ethanol in astrocytes. On the left, potential situation in normal 

conditions, wherein the RhoA/ROCK pathway operates correctly to produce actin stress 

fibres and the p190RhoGAPs are localized in the cytoplasm. On the right, cells exposed 

to chronic ethanol, which increases p190RhoGAPs activity, leading to an abnormal 

decrease of RhoA-GTP endogenous pool. Consequently, the RhoA/ROCK signalling 

pathway is perturbed and stress fibre formation is diminished, which is accompanied by 

the formation of peripheral actin cytoskeleton rearrangement. p190RhoGAPs display a 

higher association with RhoA-GTP in the plasma membrane, and the p190A-

p120RasGAP complex participates in this increased interaction. Finally, we include in 

the model the putative involvement of other activators of p190RhoGAPs that are known 

to induce their phosphorylation in vitro (dotted lines). Notice that the thickness of the 

arrows reflects the different level of activation of the signalling pathway in untreated 

and in ethanol-treated cells. ROCK: Rho Kinase, FAK: Focal Adhesion Kinase, GDI: 
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Guanine Dissociation Inhibitor, MLCK: myosin light chain kinase, Src: Src kinase, Abl: 

Abl kinase, IGF-1R: insulin-like growth factor 1 receptor.

SUPPLEMENTARY MATERIAL  

Figure S1. Ethanol increases total RhoGAP activity. Total RhoGAP activity in total 

lysates from rat astrocytes grown in the absence or presence of ethanol (100 mM) for 7 

days. Values are the mean ± SD from seven independent experiments. Statistical 

significance using the Student’s t test, p � 0.001 (***).

Figure S2. Cells expressing a constitutively inactive mutant of p190A exhibit a 

decrease in p190A activity. A) Phase contrast and epifluorescent (GFP) pictures from 

mock and p190-RA-transfected HEK293T cells. Scale bar: 20 �m. B) p190A RhoGAP 

activity assays in mock and p190-RA-transfected cells. Values are the mean ± SD from 

four independent experiments. Statistical significance using the Student’s t test, p � 

0.001 (***). C) p190-RA (band above p190 kD) is immunoprecipitated only with anti-

p190A. On the left, a more exposed film from the same experiment reflects the 

difference in rates of expression between endogenous p190A and p190-RA transfected 

cells. On the right, notice that after immunoprecipitation with anti-p190B, the upper 

electrophoretic band corresponding to p190-RA did not appear when using anti-p190B 

antibodies.
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TERCER�TRABAJO:�“Silver�sub�nanoclusters�
electrocatalyze�ethanol�oxidation�and�provide�
protection�against�ethanol�toxicity�in�cultured�

mammalian�cells.”�
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�

OBJETIVO� 2.� �� Evaluar� la� potencial� aplicación� biomédica� de� herramientas�
nanotecnológicas�en�modelos�celulares�expuestos�a�etanol�

�

�

La� idea� de� realizar� este� estudio� surgió� cuando� el� Dr.� López�Quintela� (Universidad� de�

Santiago�de�Compostela,�USC)�nos�comentó�que�su�grupo�había�conseguido�sintetizar�

agrupaciones�de�2�o�3�átomos�de�plata�(AgAQCs)�y�que�tenían�la�particularidad,�entre�

otras,� de� electrocatalizar� la� oxidación� del� etanol.� Debido� a� nuestro� interés� por�

encontrar� las� dianas� moleculares� del� etanol� y� posibles� agentes� citoprotectores,� nos�

planteamos�la�hipótesis�de�que�los�AgAQCs�fueran�capaces�de�metabolizar�el�etanol�y�

mitigar� sus� efectos� tóxicos� en� las� células� en� cultivo� expuestas� a� etanol.� Primero,�

pusimos�a�punto�un�modelo�de�exposición�aguda�al�etanol�con�distintos�tipos�celulares�

y�de�entre�ellos�escogimos� las�células�NRK.�Seguidamente,�evaluamos�el�daño�celular�

analizando� la� morfología� celular,� la� organización� del� citoesqueleto� de� actina� y� la�

apoptosis.�Posteriormente,�determinamos�la�citotoxicidad�de�los�AgAQCs�en�las�células�

y�las�concentraciones�de�uso�ideales.�Nuestros�resultados�indican�que�los�AgAQCs�son�

capaces� de� prevenir� significativamente� los� efectos� citotóxicos� del� etanol� tanto� en�

células� NRK� como� en� astrocitos.� Este� efecto� era� específico� para� alcoholes� primarios�

pero� no� para� otros� agentes� citotóxicos� como� el� H2O2.� Los� AgAQCs� son� capaces� de�

disminuir� la� concentración� de� etanol� en� el� medio� solamente� si� las� células� están�

presentes.�Esto�último�junto�con�otros�datos�electrocatalíticos�aportados�por�el�grupo�

del�Dr.�Quintela,� indican�que� la�electrocatálisis�del�alcohol�por� los�AgAQCs�se�daba�a�

potenciales�compatibles�con�los�descritos�en�las�células�de�mamífero.�Ello�sugiere�que�

los�AgAQCs�emplean�el�potencial�de�la�membrana�plasmática�celular�para�llevar�a�cabo�

la�electrooxidación�del�etanol.��
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El� consumo� abusivo� de� alcohol� (etanol)� provoca� efectos� deletéreos� en� el� Sistema� Nervioso�

Central� (SNC)� generando� numerosos� desórdenes� y� patologías.� Durante� el� embarazo,� el�

consumo� de� alcohol� puede� causar� en� el� feto� malformaciones� craneofaciales,� retraso� en� el�

crecimiento�y�daños�en�el�SNC�(Streissguth�y�col.,�1982;�Eckardt�y�col.,�1998;�Martínez�y�Egea�

2007).� Este� conjunto� de� síntomas� detectado� en� los� descendientes� de� mujeres� alcohólicas� se�

engloba�con�el�término�de�Desordenes�Relacionados�con�el�Alcoholismo�Fetal�(DRAF).�Dentro�

de�los�DRAF,�la�patología�más�evidente�y�diagnosticable�es�el�Síndrome�Alcohólico�Fetal�(SAF),�

la�causa�más� importante�de� retraso�mental�no�genético�en� la� sociedad�occidental� (American�

Academy�of�Pediatrics,�2000).�A�pesar�de�que�los�DRAF�pueden�prevenirse�evitando�la�ingesta�

de� alcohol� durante� el� embarazo� y� la� lactancia,� cada� año� se� produce� un� incremento� de� su�

incidencia�(American�Academy�of�Pediatrics,�2000).��

Para� conocer� los� mecanismos� moleculares� implicados� en� la� aparición� de� algunos� de� las�

múltiples�alteraciones�producidas�por�el�etanol,�utilizamos�cultivos�primarios�de�astrocitos�de�

ratas� neonatales.� Es� un� modelo� in� vitro�bien� establecido� (Vallés� y� col.,� 1997;� Miñana� y� col.,�

1998;� Tomás� y� col.,� 2002,� 2003,� 2005).� Los� astrocitos� son� la� primera� población� neural� que�

recibe� el� impacto� del� alcohol� y� su� viabilidad� es� crucial� para� las� neuronas� (comentado� en� el�

apartado�2.3�de�la�introducción).�El�alcohol�afecta�a�diversos�procesos�del�desarrollo�cerebral�

aunque� nosotros� nos� hemos� centrado� en� 1)� elucidar� el� mecanismo� a� través� el� cual� la�

exposición� crónica� a� etanol� afecta� las� vías� de� transducción� de� señales� implicadas� en� la�

organización� y� dinámica� del� citoesqueleto� de� actina,� y� 2)� encontrar� potenciales�

farmacoterapias�que�puedan�prevenir,�o�al�menos�mitigar,�las�consecuencias�de�la�exposición�

prenatal�a�etanol.�Primero�analizamos�la�implicación�de�moléculas�como�las�RhoGTPasas�y�los�

fosfoinosítidos�en�las�reorganizaciones�en�el�citoesqueleto�de�actina�producidas�por�el�etanol.�

Seguidamente,�decidimos�analizar�más�detalladamente�que�moléculas�estaban�involucradas�en�

la�perturbación�de�la�activación�de�RhoA�a�causa�de�la�exposición�a�etanol,�centrándonos�en�las�

proteínas�RhoGAP,�claves�en�la�inactivación�de�RhoA.�De�forma�paralela,�hemos�examinado�el�

ácido� lisofosfatídico� (LPA)� como� potencial� agente� citoprotector� en� la� etiopatogenia� de� los�

DRAF�y�evaluado�el�potencial�efecto�protector�de�los�Silver�Atomic�Quantum�Clusters�(AgAQCs)�

como�herramienta�nanobiomédica�en�cultivos�celulares�expuestos�a�etanol�de�forma�aguda.��

�

�

�

�
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1. Mecanismos� moleculares� por� los� cuales� el� etanol� afecta� la�

organización�del�citoesqueleto�de�actina�

�

En� los� tres� trabajos,� principalmente� en� el� primero� y� segundo,� hemos� escogido� los� cultivos�

primarios� de� astrocitos� de� rata� neonatales� como� modelo� de� estudio� porque:� 1)� es� el� tipo�

celular�más�abundante�en�el�SNC,�2)� juega�un�papel� fundamental�en�el�soporte�estructural�y�

funcional� de� las� neuronas;� y� 3)� porque� la� gliogénesis� que� tiene� lugar� en� estadios� prenatales�

(tercer� trimestre� en� humanos)� ocurre� a� nivel� postnatal� en� ratas.� Estos� estudios� tienen� su�

origen�en�la�investigación�de�dos�procesos�fundamentales�para�el�desarrollo�y�mantenimiento�

de� las� funciones� cerebrales:� la� captación� de� glucosa� y� su� disponibilidad� en� el� cerebro,� y� la�

glicosilación�de�las�proteínas.�La�glucosa�es�una�fuente�de�energía�esencial�y�su�disponibilidad�

para�las�neuronas�está�condicionada�principalmente�por�los�astrocitos�(Vesce�y�col.,�1999).�En�

el�desarrollo�del�SNC�son�necesarias�las�interacciones�entre�neuronas�y�astrocitos,�y�muchas�de�

ellas�se�realizan�a�través�de�glicoproteínas�(Grumet,�1992).�El�efecto�del�etanol�en�la�captación�

de�glucosa�y�los�transportadores�de�glucosa�(GLUTs)�ha�sido�ampliamente�estudiado�(Hu�y�col.,�

1995;�Singh�y�col.,�1996),�así�como�la�alteración�de�los�procesos�de�glicosilación�en�neuronas�

(Braza�Boïls�y�col.,�2006).��

En� estudios� anteriores� hemos� descrito� que� la� exposición� a� etanol� altera� la� maquinaria�

molecular� del� proceso� de� glicosilación,� produciendo:� a)� heterogeneidad� en� algunas�

glicoproteínas,� b)� retención� de� glicoproteínas� en� el� aparato� de� Golgi,� c)� alteración� de� la�

ultraestructura�del�aparato�de�Golgi,�y�d)�disminución�de�los�niveles�de�algunas�glicoproteínas�

implicadas�en� la�función�de�este�orgánulo�y/o�transporte� intracelular� (Tomás�y�col.,�2002).�El�

tráfico�de�la�síntesis�de�glicoproteínas�y�glicolípidos�en�astrocitos�está�ralentizado�por�el�efecto�

del� etanol.� En� relación� a� ello,� la� exposición� crónica� a� etanol� también� inhibe� el� proceso� de�

endocitosis�y�trancitosis�(Megías�y�col.,�2000;�Nagy�y�col.,�2002)�provocando�un�aumento�en�la�

captación� de� glucosa� (Tomás� y� col.,� 2002).� El� incremento� de� captación� de� glucosa� estaba�

relacionado� con� un� aumento� de� la� expresión� de� los� transportadores� de� glucosa� (GLUT1)�

(Tomás� y� col.,� 2002)� y� probablemente� con� un� aumento� del� tiempo� de� residencia� en� la�

membrana�plasmática�de�GLUT1,�como�consecuencia�de�una�endocitosis�alterada.�A�partir�de�

entonces,�se�hipotetizó�que�ello�era�debido�a�una�alteración�en�la�organización�y�dinámica�del�

citoesqueleto� de� actina,� ya� que� el� tiempo� de� residencia� de� los� transportadores� en� la�

membrana� plasmática� depende� de� la� dinámica� de� la� actina� (Bunn� y� col.,� 1999;� Qualmann� y�

Kessels,� 2002).� Posteriormente,� se� comprobó� que� en� efecto� una� despolimerización� de� los�

filamentos� de� actina,� incrementaba� la� captación� de� glucosa� (Tomás� y� col.,� 2003),� lo� cual�
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proporcionaba� la� relación� directa� entre� la� disrupción� del� citoesqueleto� y� el� aumento� en� la�

captación� de� glucosa.� Además,� cuando� se� visualizó� el� citoesqueleto� de� actina� de� astrocitos�

expuestos� a� etanol� de� forma� crónica,� se� observó� un� descenso� en� las� fibras� de� estrés� y� una�

reorganización� del� citoesqueleto� en� forma� de� ‘anillos� corticales’� (Tomás� y� col.,� 2003).�

Sorprendentemente,� los�microtúbulos�no�veían�alterada�su�organización,�sino�su�dinámica�de�

repolimerización� (Tomás� y� col.,� 2003).� Aunque� se� desconocía� la� base� molecular� de� estas�

alteraciones,�nuestros�datos�y�los�de�otros�laboratorios�(Slater�y�col.,�2003;�Joshi�y�col.,�2006;�

Schaffert� y� col.,� 2006)� sugerían� la� implicación� de� moléculas� reguladoras� de� la� dinámica� y�

organización�del�citoesqueleto�de�actina�tales�como�las�RhoGTPasas�y�los�fosfoinosítidos.�Estas�

evidencias� fueron:� a)� el� etanol� alteraba� la� vía� de� señalización� RhoA/ROCK,� provocando� una�

disminución�de�las�fibras�de�estrés;�b)�la�expresión�de�un�mutante�constitutivamente�activo�de�

RhoA,�y�el�tratamiento�con�ácido�lisofosfatídico�(LPA)�(conocido�activador�de�RhoA)�(Ramakers�

y�Moolenaar,�1998)�revertían�los�efectos�inducidos�por�el�etanol�en�el�citoesqueleto�de�actina�

(Tomás� y� col.,� 2003);� c)� se� había� demostrado� que� la� exposición� aguda� a� etanol� provocaba�

alteraciones� en� efectores� de� RhoA,� activando� la� quinasa� de� RhoA� (ROCK)� y� fosforilando� la�

cadena�ligera�de�la�miosina�(MLC)�(Miñambres�y�col.,�2006),�y�d)�el�etanol�competía�con�el�agua�

en�la�reacción�catalizada�por�la�fosfolipasa�D�(PLD)�(Klein,�2005;�Newton�y�Messing,�2006)�y�en�

consecuencia�el�producto�de�la�reacción,�el�ácido�fosfatídico�(PA),� lo�que�podía�conllevar�una�

disminución� de� los� niveles� de� los� fosfoinosítidos� (moléculas� de� gran� importancia� en� la�

regulación�del�citoesqueleto�de�actina).�

En�este�escenario,�nuestra�hipótesis�era�que�el�etanol�debía�actuar�en�algún�punto�de�la�vía�de�

transducción� de� señales� implicada� directamente� en� la� dinámica� y/o� organización� del�

citoesqueleto�de�actina.��

�

1.1. Alteración�de�la�transducción�de�señales�mediada�por�RhoA��

�

Con� los� antecedentes� anteriores,� se� estudiaron� en� detalle� estas� posibles� dianas� moleculares�

del�etanol�en�astrocitos�de� rata�corticales�y�cerebelares,�dos� regiones�altamente�sensibles�al�

etanol�durante�el�desarrollo�(Eckardt�y�col.,�1998;�Cudd,�2005).�Obviamente,�todo�ello�a�30�y�

100�mM�concentraciones�de�etanol,�concentraciones�similares�a�las�encontradas�en�la�sangre�

de� madres� alcohólicas� (Urso� y� col.,� 1981;� Church� y� Gerkin,� 1988;� Jones� y� Sternebring,� 1992;�

Eckardt� y� col.,� 1998).� La� exposición� crónica� a� etanol� provocaba� una� reorganización� del�

citoesqueleto� a� través� de� la� cascada� de� señalización� de� RhoA/ROCK.� Cabía� esperar� la�

posibilidad�de�que�el�etanol�estuviese�alterando�los�niveles�proteicos�de�RhoA,�sin�embargo,�los�

niveles�proteicos�de�RhoA�no�variaban,�ni�los�de�otras�RhoGTPasas�clásicas�como�Rac�y�Cdc42.�
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La� acción� específica� del� etanol� provocaba� una� disminución� de� la� activación� RhoA,� la� forma�

activa�(RhoA�GTP),�tanto�en�astrocitos�corticales�como�cerebelares.�Sin�embargo,�los�niveles�de�

Rac� y� Cdc42� activas� (Rac�GTP� y� Cdc42�GTP)� se� mantenían� inalterados.� Por� lo� tanto,� tales�

observaciones� indicaban� que� las� dianas� moleculares� del� etanol� probablemente� estaban�

centradas�en�la�regulación�del�ciclo�de�activación�y�desactivación�de�RhoA.��

Las�GTPasas�alcanzan�su�estado�activo�(unido�a�GTP)�gracias�a� intercambiadores�de�GTP/GDP�

(GEF,�factores�intercambiadores�de�guanina)�(Bos�y�col.,�2007).�Se�inactivan�cuando�se�unen�a�

GDP�y�ello�se�consigue�por� la�hidrólisis�de�GTP�que�estimulan� las�proteínas�activadoras�de� la�

actividad�GTPasa�(GAP)�(Bos�y�col.,�2007).�Con�anterioridad,�se�había�descrito�que�el�etanol�era�

capaz�de�alterar�tanto�GAPs�(Rothenfluh�y�col.,�2006),�como�GEFs�(Offenhäuser�y�col.,�2006)�en�

Drosophila�y�ratones,�respectivamente.�Por�lo�tanto,�teniendo�en�cuenta�la�mecanística�de�este�

proceso,�analizamos�las�actividades�de�RhoGEF�y�RhoGAP�en�astrocitos�expuestos�a�etanol.�La�

actividad� RhoGEF� no� variaba.� En� cambio,� el� etanol� sí� que� provocaba� un� incremento� de� la�

actividad�RhoGAP�total,�hecho�que�explicaba�el�descenso�de� los�niveles�endógenos�de�RhoA�

GTP.�Por�lo�tanto,�el�siguiente�paso�consistía�en�identificar�qué�RhoGAP�podría�estar�alterada�

por�el�etanol,�siendo�el�objetivo�principal�del�segundo�trabajo.�

En� el� genoma� humano� se� han� identificado� unas� 70� RhoGAPs� diferentes� (Tcherkezian� y�

Lamarche�Vane,� 2007).� De� todas� ellas,� hubo� un� par� que� nos� interesaron� y� en� las� cuales�

centramos� todos� nuestros� esfuerzos:� las� p190RhoGAPs.� Diversos� fueron� los� hechos� que� nos�

indujeron�a�estudiarlas�(citados�en�el�resumen�previo�al�segundo�trabajo).�Las�p190RhoGAPs�se�

componen�de�dos� isoformas�muy�similares� (p190A�y�p190B),�con�una�estructura�muy�similar�

(Jacobs�y�Hall,�2005)�y�con�funciones�solapadas�en�el�desarrollo�neural�(Matheson�y�col.,�2006).�

La� búsqueda� de� dianas� moleculares� en� la� etiopatogenia� de� los� DRAF� no� es� un� hecho�

excepcional,� ya� que� estudios� anteriores� habían� identificado� otras� dianas� del� etanol� en� la�

migración�neuronal�(Carter�y�col.,�2008)�o�en�la�regulación�de�la�expresión�de�subunidades�de�

los� receptores�NMDA�(Anji�y�Kumari,�2006).�Sin�embargo,� la� función�de� las�p190RhoGAPs�en�

neuronas�es�relevante�en�procesos�como�la�guía�axonal�(Chardin�P,�2006)�y�el�desarrollo�neural�

(Brouns�y�col.,�2000),�pero�en�cuanto�a�las�células�gliales,�solamente�se�conocía�la�participación�

de� p190RhoGAPs� en� el� proceso� de� maduración� de� los� oligodendrocitos� (Wolf� y� col.,� 2001;�

Wang�y� col.,� 2009).�Por� tanto,�en�primer� lugar� cabía� saber� si� los�astrocitos�de� rata�expresan�

p190RhoGAPs.� Demostramos� aquí� por� primera� vez� que� efectivamente� ambas� p190� se�

encuentran�en�estas�células.�Nuestra�hipótesis�previa�era�que�probablemente�el�aumento�de�

actividad� RhoGAP� inducido� por� el� etanol� se� debiera� a� un� aumento� de� la� expresión� génica� y�

consecuentemente�a�un�aumento�en�los�niveles�proteicos.�Sorprendentemente,�a�lo�largo�del�

cultivo�la�exposición�a�etanol�no�variaba�la�cantidad�de�p190RhoGAPs�en�los�astrocitos.�En�ese�
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momento,� nos� encontrábamos� en� una� situación� similar� a� la� de� la� evaluación� de� RhoA� como�

posible� diana;� es� decir,� el� etanol� podía� no� estar� afectando� la� cantidad� de� p190RhoGAPs�

endógena,�pero�sí�su�actividad.��

Había� evidencias� experimentales� que� nos� indicaban� que� las� p190RhoGAPs� de� los� astrocitos�

expuestos� crónicamente� a� etanol� estaban� más� activas.� Primero,� se� observó� que� en� aquellos�

astrocitos�expuestos�a�etanol�deplecionados�de�p190RhoGAPs,�no�se�producía�el� incremento�

de�actividad�RhoGAP�total�observada�previamente�(Martínez�y�col.,�2007).�Además,�astrocitos�

expuestos� a� etanol� eran� capaces� de� aumentar� la� actividad� de� p190RhoGAPs� en� fracciones�

inmunoprecipitadas.�Por�lo�tanto,�directa�e�indirectamente�se�observó�que�el�etanol�promovía�

una�activación�de�p190RhoGAPs.�En�ausencia�de�p190RhoGAPS�se�seguía�detectando�actividad�

RhoGAP,� lo� cual� nos� indicaba� que� probablemente� existan� otras� RhoGAPs� en� astrocitos� no�

descritas�todavía.�Sin�embargo,�esta�actividad�RhoGAP�residual�no�parecía�estar�alterada�por�el�

etanol.� Trabajos� anteriores� han� demostrado� que� la� p190A� activada� se� une� más� a� formas�

activas� de� RhoA� (Noren� y� col.,� 2003;� Barberis� y� col.,� 2005).� Nuestros� resultados� indicaron,�

realmente,� que� el� etanol� fomentaba� un� aumento� de� la� capacidad� de� unión� entre� las�

p190RhoGAPs� y� su� sustrato,� RhoA�GTP;� y� que� por� lo� tanto� las� p190RhoGAPs� presentan� más�

activación� en� aquellas� muestras� expuestas� a� etanol.� No� obstante,� las� p190RhoGAPs� no� son�

capaces�de�ejercer�su�función�sin�la�ayuda�de�otras�moléculas�que�las�acompañen�o�activen.�Es�

conocido� que� otra� GAP,� en� este� caso� de� Ras,� p120RasGAP� forma� un� complejo� con� p190A� y�

promueve�su�activación�(Bradley�y�col.,�2006).�En�astrocitos�expuestos�a�etanol,�en�los�cuales�

apreciamos�un�aumento�de�actividad�de�p190RhoGAPs,�observamos�que� también�existe�una�

mayor� formación� de� complejo� p190A�p120RasGAP� que� en� astrocitos� control.� Este� hecho�

corroboraba� los� datos� obtenidos� anteriormente� ya� que� la� formación� del� complejo� con�

p120RasGAP�es�un�indicador�de�la�activación�de�p190A.�Por�otro�lado,�se�ha�descrito�y�hemos�

confirmado� que� la� interacción� entre� p190B� y� p120RasGAP� es� nula� (Matheson� y� col.,� 2006)�

(Figura� 3� del� segundo� trabajo).� De� todas� formas,� la� alteración� de� p120RasGAP� por� parte� del�

etanol�era�algo�que�ya�se�había�descrito�previamente�y�que�concuerda�con�nuestros�resultados�

(Luo�y�Miller,�1999).��

Otras�proteínas�se�han�descrito�como�moduladoras�de�la�actividad�de�p190RhoGAPs,�como�es�

el�caso�de�p120catenina�(Wildenberg�y�col.,�2006)�o�la�quinasa�de�las�adhesiones�focales�(FAK)�

(Tomar�y�col.,�2009),�la�cual�es�necesaria�para�reclutar�el�complejo�p190RhoGAP�p120RasGAP�a�

la�membrana�plasmática.�La�interacción�con�FAK,�un�importante�regulador�de�la�formación�de�

contactos�focales,�guardaría�relación�con�el�hecho�de�que�el�etanol�produce�una�disminución�

del�numero�de�contactos�focales�(Miñambres�y�col.,�2006).��
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Otro� parámetro� para� evaluar� la� activación� de� p190RhoGAPs� es� su� redistribución� a� la�

membrana� plasmática.� En� condiciones� de� activación� las� p190RhoGAPs� se� relocalizan� en� la�

membrana�para�ejercer�la�hidrólisis�de�GTP�de�RhoA�y�Rac�(Tomar�y�col.,�2009;�Brouns�y�col.,�

2000;� Bradley� y� col.,� 2006).� Nosotros� observamos� que� en� astrocitos� expuestos� a� etanol,� se�

produce�una�relocalización�de�ambas�p190RhoGAPs�en�la�periferia�celular.�En�resumen,�hemos�

conseguido�demostrar�que�el�aumento�de�actividad�RhoGAP�inducido�por�el�etanol�y�descrito�

en�el�primer�artículo�viene�dado�por�una�sobreactivación�de�las�p190RhoGAPs.��

Otra� cuestión� interesante� para� elucidar� en� el� futuro� es� qué� molécula(s)� está(n)� activando�

específicamente� las� p190RhoGAPs� y� si� se� ven� afectadas� por� el� etanol.� La� activación� de�

p190RhoGAPs� se� realiza� mediante� fosforilación� y� varios� estudios� han� descrito� diferentes�

quinasas�encargadas�de�fosforilar�y�activar�a�p190A.�En�cuanto�a�las�quinasas�que�fosforilan�sus�

residuos�de�serinas/treoninas�se�conoce�la�acción�de�ROCK�(Mori�y�col.,�2009)�y�de�PKC�(Brouns�

y� col.,� 2000);� y� algunas� quinasas� fosforiladoras� de� tirosinas� de� la� familia� Src� (Brouns� y� col.,�

2001;� Wildenberg� y� col.,� 2006),� la� familia� Abl� (Hernández� y� col.,� 2004),� o� FAK� (Tomar� y� col.,�

2009)�también�fosforilan�p190A.�No�obstante,�la�fosforilación�de�p190A�también�está�regulada�

por� la� acción� de� fosfatasas� como� la� fosfatasa� de� bajo� peso� molecular� (LMW�PTP)� (Niessen,�

2006)�o�la�PTP20�(Shiota�y�col.,�2003).�En�cuanto�a�la�isoforma�p190B,�se�sabe�que�no�presenta�

tanta�fosforilación�por�tirosinas�como�p190A�y�solamente�se�conoce�fosforilaciones�mediadas�

por�insulina�y�IGF�1R�(Sordella�y�col.,�2003).�

Poder� identificar� las� dianas� moleculares� por� las� cuales� el� etanol� altera� el� citoesqueleto� de�

actina,� el� transporte� intracelular� y� consecuentemente� muchos� aspectos� neurológicos�

dependientes� de� la� comunicación� entre� neuronas� y� células� gliales� (Bezzi� y� Volterra,� 2001;�

Volterra� y� Meldolesi,� 2005;� Iadecola� y� Nedergaard,� 2007)� nos� aportaría� conocimiento� para�

intentar�contrarrestar�ciertas�disfunciones�del�SNC�en�individuos�con�DRAF,�y�tal�vez�paliar�así�

alteraciones� cognitivas� y� comportamentales� que� puedan� darse� en� su� vida� adulta.� Así,� las�

personas�afectadas�por�DRAF,�debido�a�sus�discapacidades,�tienen�necesidades�especiales�que�

requieren� ayuda� a� lo� largo� de� sus� vidas� en� temas� relacionados� con� administración� de�

patrimonio,� aprendizaje,� comprensión� de� las� consecuencias� que� pueden� tener� sus� actos�y� la�

interacción�con�otras�personas.�Los� individuos�que�padecen�DRAF�tienen�más�probabilidades�

de�desarrollar�problemas�de�salud�mental,�problemas�con�la�justicia,�absentismo�escolar,�alto�

índice� de� desempleo� y� problemas� de� adicción� a� sustancias� de� abuso.� Intentando� relacionar�

estas� alteraciones� neuropsico�sociológicas� con� procesos� moleculares,� algunos� estudios� han�

encontrado� un� nexo� con� proteínas� reguladoras� del� citoesqueleto� de� actina� y� concretamente�

RhoGAPs.� Recientemente,� un� estudio� describía� que� la� perdida� de� RhoGAP18B� en�Drosophila�

provocaba�una�resistencia�enfrente�a�los�efectos�sedantes�del�etanol�(Rothenfluh�y�col.,�2006).�
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Otro� trabajo� asociaba� la� inactivación� de� una� RhoGAP� altamente� expresada� en� el� cerebro�

(Oligonefrina�1)� con� el� retraso� mental.� La� perdida� de� función� de� Oligonefrina� producía�

alteraciones� cognitivas� a� través� de� la� vía� de� señalización� de� RhoA� afectando� al� crecimiento�

axonal� y� de� las� dendritas� (Billuart� y� col.,� 1998).� Ello� podría� guardar� relación� con� el� retraso�

mental�que�experimentan�los�casos�más�severos�del�alcoholismo�fetal.�Más�concretamente,�se�

ha�descrito�que�p190A�puede�influir�en�el�condicionamiento�de�temor�(Lamprecht�y�col.,�2002;�

Settleman,� 2003)� produciendo,� también,� perdida� de� estructuras� dendríticas� e� induciendo�

sensibilidad� y� flexibilidad� de� comportamiento� frente� a� sustancias� de� abuso� (Gourley� y� col.,�

2009).�Esto�último,�guarda�relación�con�el�hecho�de�que�el�aumento�de�la�actividad�RhoGTPasa�

en� el� cerebro� se� ha� descrito� como� potenciadora� del� aprendizaje� y� la� memoria� (Diana� y� col.,�

2007).�

Por� ello,� si� tenemos� en� cuenta� nuestros� resultados� y� los� datos� de� la� bibliografía,� se� podría�

hipotetizar� que� un� aumento� de� la� actividad� de� las� p190RhoGAPs,� con� su� consecuente�

disminución� de� RhoA� activa,� alteraría� las� estructuras� dendríticas,� reduciría� la� capacidad� de�

aprendizaje� y� memoria,� y� produciría� un� aumento� del� condicionamiento� del� temor.� Ambos�

factores�inducirían�más�predisposición�al�consumo�de�sustancias�de�abuso�y�demás�desordenes�

sociales,� lo� que� coincide� con� individuos� adultos� que� han� padecido� exposición� al� alcohol� en�

estadíos� fetales.�No�obstante�somos�conscientes�que�estas�alteraciones�descritas�son�una�de�

las� muchas� rutas� de� señalización� afectadas� por� el� etanol� en� el� desarrollo� del� SNC� y�

probablemente�muchos�otros�factores�estén�implicados.��

�

1.2.� Alcohol�y�fosfoinosítidos�

�

Los� fosfoinosítidos� (PIPs)� son� fosfolípidos� de� membrana� que� abastecen� de� anclaje� para�

diversos� tipos�de�moléculas,�como�el�complejo�polimerizador�de�actina�Arp�2/3� (Takenawa�y�

Itoh,� 2001),� las� RhoGTPasas� (Di� Paolo� y� De� Camili,� 2006)� o� moléculas� implicadas� en� la�

regulación� de� la� actividad� RhoGTPasa� (Saarikangas� y� col.,� 2010).� Nuestra� hipótesis� es� que� el�

etanol�afecta� la�formación�de�los�PIPs�probablemente�a�través�de�la�vía�de�señalización�de�la�

PLD.�Al�alterar�esta�vía� se�disminuiría� la� cantidad� de�PA�y�produciría� fosfatidiletanol� (Klein� J,�

2005).� A� niveles� bajos� de� PA� se� generaría� menos� PI(4,5)P2� probablemente� debido� a� un�

descenso�en�la�producción�de�fosfatidilinositol�(PI)�(Lykidis�y�col.,�1997)�y�una�menor�actividad�

de� las� PIP5� quinasas� (PIP5K)� (Jones� y� col.,� 2000).� Por� lo� tanto,� al� no� existir� unos� niveles� de�

PI(4,5)P2� suficientes,� el� complejo� Arp� 2/3� o� las� RhoGTPasas� no� actuarían� óptimamente� en�

cuanto� a� la� polimerización� y� regulación� de� la� organización� de� actina,� respectivamente.� Estas�

alteraciones� podrían� estar� estrechamente� relacionadas� con� las� observadas� en� la� vía�
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RhoA/ROCK,� ya� que� ciertos� fosfolípidos� son� capaces� de� modificar� la� actividad� de� proteínas�

RhoGAP�(Ligeti�y�col.,�2004),�concretamente�p190RhoGAP�(a�través�de�sus�reguladores)�(Levay�

y� col.,� 2009).� Por� lo� tanto,� el� aumento� de� actividad� en� las� p190RhoGAPs� observado� en� el�

segundo�trabajo�se�veía�potenciado�por�una�alteración�en�los�niveles�de�PIPs.�Adicionalmente,�

RhoA�puede�actuar�como�activador�de�la�fosfolipasa�D�(PLD)�(Klein,�2005;�Exton,�2002).�Por�lo�

tanto,� al� existir� un� descenso� de� RhoA� activa,� ésta� activará� menos� PLD� y� se� generará� menos�

ácido�fosfatídico�(PA),�lo�cual�resultaría�en�una�disminución�de�los�niveles�de�PIPs.�

En� el� primer� trabajo� estudiamos� de� forma� paralela� como� el� etanol� afectaba� otras� moléculas�

reguladoras� del� citoesqueleto� de� actina,� los� PIPs.� Nuestros� hallazgos� indicaron� que� la�

exposición� crónica� a� etanol� afectaba� efectivamente� a� la� ruta� de� síntesis� de� los� PIPs,�

disminuyendo� los� niveles� endógenos� de� PI(4)P� y� PI(4,5)P2,� dos� de� los� PIPs� con� mayor�

implicación�en� la� regulación�de� la�dinámica�y�organización�del� citoesqueleto�de�actina� (Yin�y�

Janmey,�2003).�Otros�describieron�con�anterioridad�que�un�aumento�de�los�niveles�de�PI(4,5)P2,�

provocados�por�la�sobreexpresión�de�PIP5K�se�traducía�en�reorganizaciones�en�el�citoesqueleto�

de� actina� (Shibasaki� y� col.,� 1997),� y� un� descenso� del� PI(4,5)P2� endógeno� por� la� acción� de�

fosfatasas� o� microinyección� de� anticuerpos� contra� PI(4,5)P2� reflejaba� un� disrupción� del�

citoesqueleto,�falta�de�adhesión�y�adquisición�de�una�morfología�circular�(Gilmore�y�Burridge,�

1996;�Sakisaka�y�col.,�1997;�Raucher�y�col.,�2000).�Nuestros�resultados�guardan�relación�con�lo�

observado�por�otros�grupos,�ya�que�este�descenso�de�los�PIPs�provoca�reorganizaciones�en�el�

citoesqueleto�de�actina�de�aquellos�astrocitos�expuestos�a�etanol.��

Estas� alteraciones� en� los� niveles� de� PIPs� pueden� guardar� relación� con� las� disfunciones� en� el�

SNC�observadas�en�individuos�con�DRAF.�Recientemente,�se�ha�observado�que�la�eliminación�

de�una�fosfatasa�implicada�en�la�ruta�de�biosíntesis�de�los�PIPs�altera�regiones�cerebrales�como�

el� estriado� (Sasaki� y� col.,� 2010).� Probablemente,� el� etanol� podría� ejercer� efectos� deletéreos�

similares�en�otras�regiones�cerebrales.�Por�otro�lado,�en�diferentes�trastornos�neurológicos�se�

ha� hallado� la� implicación� de� estos� fosfolípidos.� En� los� trastornos� bipolares� un� agente�

farmacológico�ampliamente�estudiado�y�utilizado�gracias�a�sus�efectos�terapéuticos�es�el�litio.�

El� mecanismo� de� acción� por� el� cual� el� litio� es� capaz� de� mejorar� la� calidad� de� vida� de� lo�

individuos�afectados�por�trastornos�bipolares,�es�a�través�de�una�alteración�de�la�señalización�

de� los� PIPs� causada� por� una� depleción� del� inositol� (Harwood,� 2005).� Pensamos� pues� que� al�

igual�que�en�los�trastornos�bipolares,�la�alteración�de�los�niveles�endógenos�de�PIPs�inducidos�

por�el�etanol�pueden�guardar�relación�con�las�disfunciones�del�SNC�en�aquellos�individuos�con�

DRAF.��

�
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2. Agentes�citoprotectores�y�potenciales�farmacoterapias�frente�

al�alcohol�

�

El�método�más�simple�para�la�prevención�de�los�DRAF�es�evitar�la�ingesta�de�alcohol�durante�el�

embarazo.�Sin�embargo,�los�índices�de�prevalencia�nos�indican�que�los�riesgos�que�comporta�la�

ingesta�de�etanol�durante�el�embarazo�no�son�suficientemente�valorados�por�la�población.�Por�

lo� tanto,� mientras� que� la� mayoría� de� los� esfuerzos� actuales� se� centran� principalmente� en�

campañas� divulgativas� de� educación� para� erradicar� el� consumo� de� alcohol� durante� el�

embarazo,� existen� diversas� estrategias� farmacológicas� para� la� prevención� de� los� DRAF�

(comentadas�en�la�introducción).�

Actualmente,� existen� farmacoterapias� destinadas� a� disminuir� la� adicción� materna� al� alcohol�

(Rayburn� y� Bogenschutz,� 2004)� aunque� no� se� conocen� bien� los� efectos� adversos� de� tales�

fármacos.� Sin� embargo,� no� existe� ninguna� farmacoterapia� preventiva� contra� los� efectos�

teratógenos� del� etanol� que� se� utilice� en� humanos,� todas� están� en� estudios� pre�clínicos.� Por�

tanto,�su�efectividad�y�efectos�no�teratógenos�en�mujeres�embarazadas�deben�ser�evaluados�y�

confirmados� en� estudios� futuros.� Este� paso� no� es� trivial,� ya� que� existe� un� patrón� espacio��

temporal�complejo�de�las�distintas�rutas�moleculares�que�están�implicadas�en�el�daño�cerebral�

causado�por�el�etanol�durante�el�desarrollo,�que�generan�múltiples�efectos�pleiotrópicos.�Esta�

complejidad�se�ve�reflejada�en�la�heterogeneidad�de�las�dianas�farmacológicas�y�en�la�limitada�

ventana�temporal�de�acción�de�estos�potenciales�tratamientos.�Todo�ello,�comporta�una�gran�

dificultad�para�alcanzar�los�estudios�en�las�fases�clínicas.�

Debido�a�la�falta�de�prevención,�las�farmacoterapias�y/o�intervenciones�clínicas�deben�tenerse�

en� consideración� para� mejorar� la� calidad� de� vida� en� niños� con� DRAF.� De� todas� formas,� una�

intervención� eficiente� requiere� un� diagnóstico� temprano� y� el� pertinente� tratamiento�

estimulador� cognitivo� y� motor� después� del� nacimiento� (Klintsova� y� col.,� 2002).� Estudios�

recientes�están�intentando�desarrollar�biomarcadores�(Bearer�y�col.,�2004)�que�puedan�indicar�

la�exposición�a�etanol�y�el�consecuente�daño�neuronal�en�los�fetos�para�poder�acelerar�lo�antes�

posible�tratamientos�preventivos.��

�

2.1.� Ácido�lisofosfatídico��

�

En� trabajos� anteriores� hemos� descrito� que� el� ácido� lisofosfatídico� (LPA)� revierte� las�

alteraciones� producidas� por� el� etanol� por� lo� que� refiere� a� la� captación� de� glucosa,� la�
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organización�del�citoesqueleto�de�actina�y�la�dinámica�de�microtúbulos�(Tomás�y�col.,�2003).�El�

LPA� es� un� conocido� activador� de� la� vía� RhoA/ROCK� (Ramakers� y� Moolenaar,� 1998).� Su�

mecanismo�de�acción�es�a�través�de�receptores�de�membrana�específicos�(LPAR)�acoplados�a�

proteínas�G�heterotriméricas.�La�activación�de�algunos�de�los�LPAR�desencadena�la�activación�

de�la�vía�de�transducción�dependientes�de�RhoA/ROCK�y�promueve�la�formación�de�fibras�de�

estrés�(Hall,�1998).��

En� el� primer� trabajo� (Martínez� y� col.,� 2007)� observamos� que� aquellos� astrocitos� que� habían�

sido�expuestos� crónicamente�a�etanol,� y� luego� tratados�con�LPA�se�normalizaban� los�niveles�

endógenos�de�RhoA�GTP,�y�los�de�fosfoinosítidos�(PI,�PIP�y�PIP2).�

Actualmente,�se�sabe�que�el�LPA�actúa�estimulando�la�actividad�RhoGEF�(Vincent�y�Settleman,�

1999;� Buschbaum,� 2007).� Por� lo� tanto,� nuestra� hipótesis� se� basa� en� que� el� LPA� es� capaz� de�

contrarrestar� el� aumento� en� la� actividad� RhoGAP� inducida� por� el� etanol,� mediante� un�

incremento�de�la�actividad�RhoGEF.�Resultando�todo�ello�en�la�normalización�de�los�niveles�de�

RhoA�GTP.� Igualmente,� la� regularización� de� la� actividad� de� RhoA,� comportaría� también� una�

normalización� de� la� PIP5K� (Oude�Weernink� y� col.,� 2000;� Tou� y� col.,� 2005)� y� la� PLD,�

restableciendo�por�tanto�los�niveles�de�PIPs.�La�consecuencia�final�de�todo�ello�es�una�correcta�

organización�del�citoesqueleto�de�actina.��

En�el� contexto�de� las�disfunciones�del�SNC�en� los� individuos�que�sufren�DRAF,�una�potencial�

administración� de� LPA� en� estadíos� prenatales� podría� supuestamente� paliar� las� alteraciones�

inducidas� por� el� etanol� en� la� organización� del� citoesqueleto� de� actina� de� aquellos� astrocitos�

afectados� que� causarían� daños� neuronales.� No� obstante,� en� términos� de� aplicabilidad� como�

posible�farmacoterapia,�cabe�destacar�una�limitación�importante:�el�LPA�no�puede�cruzar�por�si�

mismo�la�barrera�hematoencefálica�(BBB).�Por�tal�motivo�cabría�buscar�soluciones�como:�1)�el�

uso� de� análogos� capaces� de� cruzar� la� BBB,� 2)� co�transportarlo� con� moléculas� que� si� puedan�

cruzarla,�o�3)�el�uso�de�agentes�farmacológicos�que�puedan�estimular�la�producción�endógena�

de�LPA�por�parte�de�los�astrocitos�(Steiner�y�col.,�2002)�y�células�endoteliales�(Panetti,�2002).��

�

2.2.� Silver�Atomic�Quantum�Clusters�

�

Parte�de�esta�tesis�está�ligada�al�proyecto�CONSOLIDER�NanoBioMed,�que�conecta�disciplinas�

distintas�como�la�nanotecnología�y� la�biomedicina.�El�objetivo�principal�del�proyecto�es�el�de�

encontrar� posibles� aplicaciones� de� la� nanociencia� para� la� biomedicina.� En� el� marco� de� este�

proyecto�trabajamos,�en�colaboración�con�el�laboratorio�del�Dr.�Arturo�López�Quintela,�con�los�

Silver�Atomic�Quantum�Clusters�(AgAQCs),�que�son�agrupaciones�de�2�o�3�átomos�de�plata�que�
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poseen� la� propiedad� de� electrocatalizar� la� oxidación� del� etanol� en� medio� ácido,� básico� y�

fisiológico.�Esta�propiedad�nos�indujo�a�pensar�la�posibilidad�de�que�tuvieran�la�capacidad�de�

paliar�los�efectos�nocivos�del�etanol�en�células�de�mamífero.��

Previamente� a� desarrollar� nuestra� hipótesis� debíamos� diseñar� un� modelo� celular� en� el� que�

ensayar� la� exposición� aguda� al� etanol� y� poder� cuantificar� el� daño� celular� que� provocaba� el�

etanol� y� por� parte� de� las� propias� AgAQCs� si� lo� hubiese.� Para� ello� utilizamos� las� células� NRK,�

células�epiteliales�de�riñón�de�rata�en�las�cuales�se�podía�evaluar�perfectamente�el�efecto�del�

etanol� ya� que� poseen� un� citoesqueleto� de� actina� muy� evidente� y� una� notoria� sensibilidad�

frente�al�etanol.��

Así,�las�células�expuestas�a�etanol�de�forma�aguda�(200�mM,�30�minutos)�y�AgAQCs�(1�μg/ml)�

reducían�la�población�de�células�afectadas�por�el�etanol�en�cuanto�a�su�morfología.�Además,�el�

balance� entre� actina� globular� (G�actina)� y� actina� filamentosa� (F�actina)� (separada� mediante�

fraccionamiento�celular),�que�se�veía�alterado�por�una�reducción�de� la�F�actina�por�parte�del�

etanol,� se� normalizaba� en� presencia� de� los� AgAQCs.� Por� último,� aquellas� células� expuestas�

tanto� a� etanol� como� a� AgAQCs,� presentaban� una� reducción� de� la� activación� de� la� caspasa�3�

respecto�a� las�expuestas�solamente�a�etanol.�Paralelamente,�el�grupo�del�Dr.�López�Quintela�

observó�que�la�electroxidación�del�etanol�por�parte�de�los�AgAQCs�al�suceder�a�pH�fisiológico�y�

a�concentraciones�de�etanol�similares�a�las�encontradas�en�sangre�de�individuos�alcoholizados,�

hecho� que� apoyaba� nuestra� hipótesis� inicial� al� considerar� las� AgAQCs� como� potenciales�

agentes�terapéuticos�contra�los�efectos�citotóxicos�del�etanol.�Esta�mitigación�al�ser�específica�

para� alcoholes� primarios� y� no� otros� agentes� citotóxicos� nos� indicaba� que� realmente� la�

prevención� de� los� efectos� citotóxicos� estaba� relacionada� con� la� capacidad� de� electrooxidar�

alcoholes� primarios� por� parte� de� los� AgAQCs.� La� evidencia� que� confirmaba� que� los� AgAQCs�

eran� capaces� de� mitigar� los� efectos� del� etanol� a� través� de� sus� propiedades� catalíticas� era� la�

determinación�de�etanol�en�el�medio�de�cultivo.�Aquellas�células�expuestas�a�etanol�y�AgAQCs,�

mostraban�una�disminución�de�la�concentración�de�etanol,�respecto�a�expuestas�solamente�a�

etanol,�debido�a�la�acción�catalítica�de�los�AgAQCs�en�la�oxidación�del�etanol.��

Otra� cuestión� que� nos� planteamos� era� el� papel� jugaban� las� células� en� la� electrocatálisis� del�

etanol,�ya�que�los�resultados�nos�indicaron�que�tal�disminución�solamente�ocurría�en�presencia�

de�las�células.�El�motivo�podía�radicar�en�que�el�potencial�eléctrico�necesario�para�llevar�a�cabo�

la� electroxidación� era� otorgado� por� la� membrana� plasmática� de� las� células.� Hecho� bastante�

probable�ya�que�los�potenciales�necesarios�para�la�electroxidación�eran�potenciales�eléctricos�

bajos,� similares� a� los� que� se� dan� en� las� membranas� celulares� de� célula� no� excitables.� Los�

potenciales� necesarios� para� electroreducir� el� H2O2� estaban� demasiado� alejados� de� aquellos�
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que�podían�proporcionar� la�membrana�plasmática,� razón�por� la�cual�probablemente�no�eran�

capaces�de�electroreducirla.��

La� localización� subcelular� en� la� cual� los� AgAQCs� electrooxidaban� el� etanol,� debía� ser�

supuestamente� alrededor� de� la� membrana,� para� aprovechar� el� potencial� eléctrico� de� esta.�

Metodológicamente�está�cuestión�fue�inabordable,�debido�al�tamaño�de�los�AgAQCs.�También,�

los� AgAQCs� también� eran� capaces� de� emitir� fluorescencia� pero� las� dosis� utilizadas� en� los�

experimentos� celulares� eran� demasiado� bajas� para� su� detección� mediante� fluorimetría.� No�

obstante,�en�trabajos�previos�del�Dr.�Quintela�se�observó�que�gracias�a�su�estructura�plana�los�

AgAQCs� tendían� a� localizarse� en� las� interfases� de� modelos� de� membranas� artificiales,� como�

películas� de� sulfactantes� en� microemulsiones� (Ledo�Suárez� y� col.,� 2007).� Por� lo� tanto,�

suponemos� que� una� vez� diluidas� en� el� medio� de� cultivo,� los� AgAQCs� se� intercalan� en� la�

membrana�plasmática�electrooxidando�parte�del�etanol�que�atraviese�la�membrana,�mitigando�

así�los�efectos�nocivos�del�etanol�en�las�células.��

Un�punto�interesante�a�abordar�en�un�futuro,�es�el�de�conocer�los�productos�que�generan�los�

AgAQCs�al�electroxidar�el�etanol�para�determinarlos�en�el�medio�de�cultivo�y�así�corroborar�la�

actividad�electrocatalítica�de�los�AgAQCs.��

Por� lo� tanto,�pensamos�que� los�AgAQCs�actuarían�como�una�enzima�de�membrana�capaz�de�

catalizar�un�sustrato�utilizando�el�potencial�eléctrico�proporcionado�por� la�célula� (Cracknell�y�

col.,�2008).�Planteando�así,�un�concepto�nuevo�que�consistiría�en�considerar�a�la�célula�como�

un�electrodo,�abriendo� la�puerta�a� la�aplicabilidad�en�el� campo�de� la�biomedicina�a� todo�un�

conjunto� de� materiales� nanoscópicos� con� capacidades� electrocatalizadoras� capaces� de�

participar�en�procesos�biológicos�(Herzing�y�col.,�2008;�Turner�y�col.,�2008).�

Por� último� en� nuestro� modelo� in� vitro� de� DRAF,� cultivos� primarios� de� astrocitos,� también�

observamos�mitigación�de�los�efectos�nocivos�del�etanol,�lo�cual�fortalece�la�posibilidad�de�que�

los� AgAQCs� puedan� ser� utilizados� en� un� futuro� como� farmacoterapia� contra� los� DRAF.� Sin�

embargo,� somos� conscientes� de� que� la� potencial� aplicabilidad� de� los� AgAQCs� es� algo�

prematuro� e� hipotético.� Para� demostrarlo� deberían� evaluarse� más� ampliamente� los� efectos�

citotóxicos�en�cultivos�celulares,�y�observar�qué�efectividad�y�toxicidad�presentan�en�modelos�

animales� a� corto� y� largo� plazo.� A� todo� ello,� debemos� añadirle� las� dificultades� intrínsecas�

(explicadas� en� el� 1.3� de� la� introducción)� para� alcanzar� las� fases� clínicas� de� una� potencial�

farmacoterapia�contra�los�DRAF.�De�todas�formas,�diversos�estudios�están�realizando�grandes�

progresos�en�esta�nueva�disciplina,�la�nanobiomedicina,�y�gradualmente�se�van�observando�los�

resultados.�Un�ejemplo�es�el�caso�de�los�nanotubos,�capaces�de�mejorar�la�comunicación�entre�

neuronas�gracias�a�sus�propiedades�electrocatalíticas�(Malarkey�y�Parpura,�2007;�Cellot�y�col.,�

2009).�
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1. La� reorganización� del� citoesqueleto� de� actina� en� modelos� celulares� expuestos�

crónicamente�a�etanol�viene�dado�por�una�disminución�de�los�niveles�de�RhoA�GTP.��

�

2. La�disminución�de� los�niveles�de�RhoA�GTP�producido�por�el�etanol�está�causado�por�un�

aumento�de�la�actividad�RhoGAP�y�cuyo�principal�responsable�son�las�p190RhoGAPs.��

�

3. El� etanol� también� provoca� una� disminución� de� los� niveles� de� fosfoinosítidos,� lo� que�

contribuye�entre�otros,�a�una�alteración�en�el�citoesqueleto�de�actina.�

�

4. Tanto�el�ácido�lisofosfatídico�(LPA)�como�agrupaciones�de�2�o�3�átomos�de�plata�(AgAQCs)�

son�capaces�de�proteger�a�las�células�frente�al�etanol.�El�primero�lo�hace�a�través�de�la�vía�

RhoA/ROCK�y�el�segundo�probablemente�mediante�una�reacción�electrocatalítica�sobre�el�

alcohol�a�nivel�de�la�membrana�plasmática�aprovechando�su�potencial�de�membrana.�
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1.� Producción�de�un�modelo�de�BBB�in�vitro�
�

1.1. Objetivo�

�

Uno� de� nuestros� objetivos� dentro� del� proyecto� CONSOLIDER�Nanobiomed� era� establecer� un�

modelo� in� vitro� de� barrera� hematoencefálica� (BBB).� La� finalidad� era� proporcionar� una�

plataforma� biológica� sobre� la� cual� evaluar� la� capacidad� para� atravesar� la� BBB� por� parte� de�

péptidos,� como� un� método� de� análisis� preliminar� a� ensayos� en� modelos� animales.�

Posteriormente,�el�grupo�del�Dr.�Ernest�Giralt� (IRB�PCB,�Barcelona)�evaluaría�dicha�capacidad�

por�parte�de�una�variedad�de�péptidos�avalados�por�ensayos�previos��a�los�que�se�les�acoplaran�

fármacos�actuando�en�su�conjunto�como�dianas�cerebrales.�

�

1.2. Introducción��

�

La�BBB�está�situada�en� la� interfase�del� torrente�sanguíneo�y�el� tejido�nervioso�y� su�principal�

función�es�la�de�mantener�la�homeostasis�del�SNC.�Sin�embargo,�la�BBB�no�es�homogénea�en�

un� recorrido� por� el� mismo,� permaneciendo� defenestrados� los� capilares� de� los� órganos�

circumventriculares� (Begley,� 2004).� Los� capilares� sanguíneos� la� BBB� tienen� una� longitud�

aproximada�de�600�km�y�ocupan�una�superficie�de�20�m2.�

La�BBB�está�formada�por�las�células�endoteliales�de�los�capilares�sanguíneos�cerebrales�(BCEC)�

(Rubin�y�Staddon,�1999),�aunque�otros� tipos�celulares�como� los�pericitos,� los�astrocitos�y� las�

neuronas�también�juegan�un�papel�importante�en�la�función�de�la�BBB�(Gaillard�y�col.,�2000;�Lai�

y�Kuo,�2005)�(Figura�1).�Las�BCEC�se�diferencian�de�las�células�endoteliales�periféricas�en�que�

presentan�uniones�estrechas�entre�ellas,�lo�que�limita�el�transporte�paracelular�de�la�sangre�al�

cerebro�de�moléculas�hidrófilas�(Rubin�y�Staddon,�1999).�Este�transporte�se�ve�limitado�como�

resultado�de�un�transporte�transcitótico�bajo,�una�elevada�actividad�metabólica�(Ciechanover,�

2005)�y� la� falta�de� fenestraciones� (Pardridge,�2005).�Por� lo� tanto,� la�BBB� funciona�como�una�

barrera�física,�metabólica�e�inmunológica�(Ciechanover,�2005;�el�Bacha�y�Minn�1999;�Wekerle,�

2002).�

Todas� estas� características� de� la� BBB� están� inducidas� y� mantenidas� por� las� prolongaciones�

astrocitarias�que�envuelven�las�BCEC�(Figura�1)�(Rubin�y�Staddon,�1999;�Gaillard�y�col.,�2000),�y�

las� proyecciones� neuronales� que� inervan� las� BCEC� (Hendry� y� col.,� 1983).� Los� pericitos�

participan�estructuralmente�en�la�formación�de�la�BBB,�ya�que�comparten�la�lámina�basal�con�
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las� BCEC� y� su� actividad� fagocítica� confiere� otra� capacidad� más� a� la� BBB� (Lai� y� Kuo,� 2005).�

Además,�los�pericitos�regulan�la�homeostasis�endotelial,�induciendo�la�secrección�del�inhibidor�

de�la�activación�del�plasminógeno�(PAI�1)�y�disminuyendo�la�fibrinólisis�endotelial�del�cerebro�

(Kim�y�col.,�2005).����

�

Prolongaciones�
astrocitarias

Hematocrito

Unión�estrecha

Célula�endotelial

Membrana�
basal

Prolongaciones�
astrocitarias

Hematocrito

Unión�estrecha

Célula�endotelial

Membrana�
basal �

Figura�1.�La�unidad�neurovascular.�La�barrera�hematoencefálica�está�formada�por�en�las�células�endoteliales�unidas�

entre� sí� por� uniones� estrechas,� la� membrana� basal� del� endotelio,� los� pericitos� y� los� pies� perivasculares� de� los�

astrocitos.�Imagen�modificada�de�Ross�y�col.,�2004)�

�

Se�ha�descrito� la� implicación�de�diversos�sistemas�de�transporte�capaces�de�actuar�en�la�BBB�

(Figura� 2).� Estos� sistemas� están� mediados� por� receptores� o� por� transportadores,� incluyendo�

sistemas�aniónicos�como:�la�glicoproteína�P�(Cordon�Cardo�y�col.,�1989;�Schinkel�y�col.,�1995),�

proteínas�resistentes�a�fármacos�(Borst�y�col.,�1999;�de�Boer�y�col.,�2003),�transportadores�de�

nucleósidos,�tranportadores�de�aniones�y�cationes�orgánicos,�transportadores�de�aminoácidos�

grandes,�receptores�de�transferrina�y�melanotransferrina,�y�receptores� lanzadera�SB�A1�y�SB�

B1�(Lee�y�col.,�2001;�Loscher�y�Potschka,�2005).�Muchos�de�estos�sistemas�son�relevantes�en�las�

implicaciones�clínicas�como�consecuencia�de�la�administración�de�fármacos�(Ho�y�Kim,�2005).�

Diversos� procesos� patológicos� pueden� alterar� la� capacidad� de� la� BBB� para� regular� la�

homeostasis�cerebral,�lo�que�conlleva�un�cambio�de�funcionalidad�de�la�BBB.��
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Existen�varias�posibilidades�para�transportar�fármacos�a�través�de�la�BBB�tal�como�se�indica�en�

la�figura�2.�En�la�BBB�el�paso�de�compuestos�hidrofílicos�por�transporte�paracelular�está��muy�

limitado.�Otro�transporte,�el�de�la�difusión�pasiva�depende�de�la�lipofilicidad,�el�peso�molecular�

(<�400�kDa)�y�la�capacidad�de�formar�puentes�de�hidrógeno�por�parte�del�compuesto�(Figura�2).�

Transporte�
paracelular
hidrofílico

Transporte�
lipofílico

Trancitosis mediada�
por�receptor

Transporte�mediado�por�
transportadores

Trancitosis
adsortiva

AstrocitosAstrocitos

Endotelio

Unión�
estrecha

Transporte�
paracelular
hidrofílico

Transporte�
lipofílico

Trancitosis mediada�
por�receptor

Transporte�mediado�por�
transportadores

Trancitosis
adsortiva

AstrocitosAstrocitos

Endotelio

Unión�
estrecha

�
Figura�2.�Diferentes�vías�de�transporte�que�cruzan� la�barrera�hematoencefálica.� Imagen�modificada�de�Abbott�y�

col.,�2006.�

�

�Los� sistemas� de� transporte� activo� pueden� dividirse� en� adsortivos,� por� transportador� o� por�

receptor.�La�trancitosis�mediada�por�adsorción�consiste�en�la�unión�de�sustancias�policatiónicas�

a�las�cargas�negativas�de�la�membrana�plasmática�y�su�posterior�endocitosis.�No�obstante,�una�

adsorción� impuesta� mediante� sustancias� policatiónicas� no� específicas� puede� desembocar� en�

una� disrupción� de� la� integridad� de� la� BBB� (Lockman� y� col.,� 2004).� La� vía� de� la� trancitosis�

mediante�receptor�es�dependiente�de�sustrato�y�se�utiliza�para�la�incorporación�de�nutrientes�

al� cerebro� (Abbott� y� Romero,� 1996).� Además,� la� tasa� de� transporte� depende� del� grado� de�

ocupación�del�transportador.�Por�último,�el�paso�de�sustancias�a�través�de�un�transportador,�

permite� la� entrada� en� el� SNC� de� moléculas� de� gran� tamaño.� Además� de� los� múltiples�

mecanismos� de� entrada� existen� diversos� mecanismos� de� salida� o� expulsión� de� compuestos.�

Uno� de� los� más� conocidos� es� la� glicoproteína�P,� proteína� transmembranal� localizada� en� la�

membrana�apical�de�las�células�endoteliales�(Schinkel�y�col.,�1995).��

Por� lo� tanto,� se� ha� demostrado� que� la� BBB� es� una� estructura� dinámica� que� combina� una�

difusión�restringida�al�cerebro�y�mecanismos�de�transporte�especializados.�
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Siempre� ha� existido� un� gran� interés� por� establecer� modelos� celulares� que� recrearan� las�

propiedades�de�la�BBB,�básicamente�por�dos�motivos.�El�primero�para�establecer�un�sistema�de�

ensayo�sobre�el�cual�predecir�el�paso�de�fármacos�a�través�de� la�BBB.�El�segundo�el� intentar�

comprender�cómo� las�características� fenotípicas�de� las�BCEC�pueden� llegar�a�modificarse.�En�

estos� modelos� se� pueden� evaluar� diversas� propiedades� de� las� BCEC� como� por� ejemplo� la�

resistencia�de�las�uniones�estrechas,�el�grado�de�endocitosis,�o�la�presencia�de�transportadores�

específicos.�

Estos� modelos� in� vitro� de� la� BBB� se� han� desarrollando� cultivando� células� sobre� membranas�

porosas,�más�conocidas�como�Transwells®.�Los�primeros�ensayos�utilizaban�cultivos�primarios�

de� BCEC� o� líneas� celulares� estables� derivadas� de� BCEC� de� origen� bovino,� porcino� o� murino.�

(Audus�y�col.,�1996).�En�estos�modelos,�las�BCEC�crecían�en�condiciones�arquetípicas�de�cultivo�

y� eran� capaces� de� formar� uniones� estrechas,� pero� mostraban� resistencia� eléctrica�

transendotelial�(TEER)�(	�10��.cm2)�(Audus�y�col.,�1996).�La�TEER�es�un�parámetro�contrastado�

de�referencia,� indicador�del�grado�de�compactación�de�la�monocapa�de�BCEC.�Asimismo,�nos�

indica� su� impermeabilidad� y� por� tanto� su� similitud� con� las� BCEC� de� la� BBB.� Sin� embargo,� en�

estos�modelos�que�solamente�utilizan�una�capa�de�células�endoteliales�(Haorah�y�col.,�2008)�el�

ambiente�del�cultivo�dista�mucho�del�presente�en�la�BBB�en�condiciones�fisiológicas.�Por�ello,�

una�estrategia�más�reciente�es�la�de�utilizar�astrocitos,�debido�a�que�liberan�factores�solubles�

que� desencadenan� señalizaciones� intracelulares� que� confirien� impermeabilidad� a� las� BCEC�

(Abbott�y�col.,�2006)�(explicado�ampliamente�en�el�punto�2.3�de�la�introducción).�Los�astrocitos�

pueden�situarse�en�el�fondo�del�pozo�de�cultivo�(Cechelli�y�col.,�2007).�Los�mejores�resultados�

se�han�obtenido�en�aquellos�co�cultivos�donde�los�astrocitos�se�cultivan�en�la�cara�opuesta�del�

Transwells®� (Gaillard� y� col.,� 2001;� Demeuse� y� col.,� 2002),� ya� que� las� prolongaciones�

astrocitarias�pueden�extenderse�a�través�de�los�poros�y�establecer�contactos�directos�con� las�

BCEC.� Además� se� obtiene� una� mayor� compactación� de� las� BCEC� si� se� utiliza� como� medio� de�

cultivo,� el� medio� proveniente� de� cultivos� primarios� de� astrocitos� (Gaillard� y� col.,� 2001);� y�

compuestos�que�incrementen�los�niveles�de�cAMP,�molécula�involucrada�en�la�producción�de�

uniones�estrechas�en�las�BCEC�(Rist�y�col.,�1997).�Otros�estudios,�utilizan�co�cultivos�con�BCEC�

de�origen�porcino�(Nitz�y�col.,�2003).�Por�último,�además�de�la�formación�de�co�cultivos�existen�

otros�modelos�son�viables�y�exitosos,�como�por�ejemplo�aquellos�en�que�las�BCEC�y�astrocitos�

crecen�en�tubos�permeables�expuestos�a�un�flujo�continuo�que�simula�el� torrente�sanguíneo�

(Cucullo�y�col.,�2008).��

En�nuestro� laboratorio�establecimos�un�modelo�de�BBB� in�vitro� siguiendo� las�directrices�que�

nos�dio�el�Dr.Albertus�G.�deBoer,�de�la�Universidad�de�Utrecht�(Gaillard�y�de�Boer,�2008).����

 



Anexos 
 

215�

1.3. Resultados�

�

1.3.1. Fenotipo�de�los�cultivos�primarios�y�co�cultivos�

�

Previamente� a� la� formación� de� los� co�cultivos� observamos� la� integridad� y� viabilidad� de� los�

cultivos�de�células�endoteliales�y�astrocitos�corticales�por�separado.�Inmunofluorescencias�de�

astrocitos� corticales� en� cultivo� mostraban� un� marcaje� evidente� de� la� proteína� glial� acídica�

fibrilar�(GFAP),�lo�que�nos�confirmaba�la�naturaleza�astroglial�del�cultivo.�Tanto�el�citoesqueleto�

de� actina� como� la� morfología� celular� eran� las� habituales� de� cultivos� primarios� de� astrocitos�

(Figura�3).�

 
Figura�3.�Cultivos�primarios�de�astrocitos.�Las�imágenes�de�las�inmunofluorescencias�nos�muestran�el�citoesqueleto�

de�actina�y�los�filamentos�intermedios�(GFAP)�de�astrocitos�corticales�de�ratas�neonatales.��

�

Por�su�parte,� las�BCEC�en�cultivo�presentaban�dos�fenotipos�distintos.�A�una�densidad�celular�

baja� las� células� no� mostraban� uniones� estrechas� entre� ellas� ni� la� proteína� zona� occludens� 1�

(ZO�1),� la� cual� está� implicada� en� las� uniones� estrechas,� presentaba� una� distribución�

citoplasmática.�El�citoesqueleto�de�actina�mostraba�una�organización�habitual�donde�aparecían�

fibras�de�estrés,�lamelipodios�y�filopodios�(Figura�4).�En�cambio,�a�una�densidad�celular�alta,�las�

BCEC� formaban� una� monocapa� y� se� producía� un� reclutamiento� de� ZO�1� en� las� uniones�

intercelulares.� Además,� el� citoesqueleto� de� actina� sufría� una� reorganización,� donde� se�

apreciaba�un�aumento�de�fibras�de�estrés,�y�un�refuerzo�de�la�actina�cortical�(Figura�5).�

�
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�
Figura�4.�BCEC�cultivadas�a�densidad�celular�baja.�El�citoesqueleto�de�actina�se�encuentra�bien�organizado�y�ZO�1�

presenta�una�distribución�citoplasmática.�

�

Las�inmunofluorescencias�de�los�co�cultivos�de�BCEC�y�astrocitos�corticales�en�los�Transwells®�

indicaban�que�el�modelo�in�vitro�de�BBB�se�estaba�llevando�a�cabo�correctamente�(Figura�6A).�

El� marcaje� nuclear� con� DAPI� nos� indicaba� que� ambos� tipos� celulares� se� habían� adherido�

correctamente�a�la�membrana�y�que�la�viabilidad�celular�era�la�correcta�(Figura�6B).��

�
Figura�5.�BCEC�cultivadas�a�densidad�celular�alta.�El�citoesqueleto�de�actina�muestra�un�aumento�de�las�fibras�de�

estrés�y�un�refuerzo�en�la�zona�cortical�y�ZO�1�se�localiza�en�las�uniones�intercelulares.�

�

La�ZO�1�mostraba�que�se�había�formado�una�monocapa�de�BCEC�en�la�parte�superior�del�filtro�

y�que�formaban�uniones�estrechas�entre�ellas�(Figura�6B).�Por�otro�lado,�se�podía�observar�que�

el�tipo�celular�que�se�encontraban�adherido�al�otro�lado�del�Transwells®��eran�astrocitos,�como�

indicaba�el�marcaje�de�GFAP�(Figura�6B).�

�

�



Anexos 
 

217�

���
Figura� 6.� Co�cultivos�de�BCEC� y� astrocitos� corticales� sobre� Transwells®.� Las� células� endoteliales� forman� uniones�

estrechas�entre�ellas,�a�lo�cual�contribuyen�los�astrocitos.��

�

1.3.2. Grado�de�compactación/impermeabilidad�de�los�co�cultivos�

�

Para�determinar� la�compactación�de� las�células�cultivadas�en� los�Transwells®,�y�por� tanto�su�

impermeabilidad,� calculamos� la� TEER� (Figura� 7Ai� y� ii).� En� filtros� sobre� los� que� se� sembraron�

solamente�astrocitos,�los�valores�de�TEER�eran�casi�nulos�(Figura�7Bi).�Aquellos�filtros�sobre�los�

cuales�se�cultivaron�monocapas�de�BCEC�mostraban�valores�de�25��.cm2�a�los�seis�días�de�co�

cultivo,� y� llegaban� a� alcanzar� valores� máximos� de� 80� �.cm2� a� los� 9� días� (Figura� 7Bi).� Estos�

últimos�valores�se�obtuvieron�aumentando�los�niveles�de�AMP�cíclico�(cAMP),�mediante�cAMP�

exógeno� y� un� inhibidor� de� la� fosfodiesterasa� 4,� RO�20� (RO�20�1724)� (Figura� 7Aii).� De� todas�
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formas,� los� valores� logrados� en� las� monocapas� de� BCEC� no� alcanzaban� los� 150�200� �.cm2�

necesarios�para�evaluar�la�permeabilidad�de�fármacos�a�través�de�ellas�(Nicolazzo�y�col.,�2006).�

A�los�12�días�de�co�cultivo�la�monocapa�de�BCEC�mostraba�unos�valores�de�TEER�de�entorno�a�

10��.cm2�en�aquellas�monocapas�donde�no� se�habían�aumentado� los�niveles�de�cAMP,�y�30�

�.cm2�en�aquellas�que�sí�se�había�aumentado�(Figura�7Bi).�En�aquellas�membranas�en�las�que�

se�co�cultivaron�astrocitos�y�BCEC,� las� resistencias� obtenidas�a� los� tres�días�eran�de� unos�25�

�.cm2,�a�los�seis�días,�la�resistencia�del�co�cultivo�aumentaba�hasta�unos�140��.cm2.�Si�en�estos�

co�cultivos�se�incrementaba�el�cAMP,�los�valores�de�TEER�alcanzaban�los�185��.cm2�al�noveno�

día,�valores�idóneos�para�realizar�ensayos�de�permeabilidad�(Nicolazzo�y�col.,�2006).��

�
Figura�7.�Valores�de�resistencia�de�los�co�cultivos�de�BCEC�y�astrocitos�corticales�sobre�Transwells®.�Ai)�Esquema�

que�muestra�la�dinámica�de�los�co�cultivos.�A�los�días�3,�6,�9�y�12�se�medía�la�TEER,�y�el�séptimo�día�se�añadía�cAMP�

exógeno�y�RO�20�para�aumentar�los�niveles�de�cAMP.�Aii)�Imagen�que�ilustra�la�medición�de�la�TEER.�Bi)�Valores�de�

TEER�utilizando�astrocitos�frescos�en�los�co�cultivos.�Bii)�Valores�de�TEER�utilizando�astrocitos�descongelados�en�los�

co�cultivos.�

�
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Si�no�se�utilizaba�cAMP�exógeno�o�RO�20,�los�valores�de�TEER�se�mantenían�como�en�el�sexto�

día� (130�140� �.cm2)� (Figura� 7Bi).� Sin� embargo,� al� igual� que� las� monocapas� de� BCEC,� los� co�

cultivos�mostraban�una�vida�media�corta,�disminuyendo�a�más�de�la�mitad�los�valores�de�TEER�

a�los�doce�días�de�co�cultivo�(Figura�7Bi).��

De� forma� paralela� desarrollamos� el� modelo� in� vitro� de� BBB� utilizando� cultivos� primarios� de�

astrocitos� corticales� que� previamente� habían� sido� criopreservados� (Figura� 7Bii).� En�

comparación� con� los� co�cultivos� que� utilizaban� astrocitos� frescos,� éstos� mostraban� la� misma�

TEER� a� los� tres� días� cultivo,� pero� a� los� 6� días� alcanzaban� valores� inferiores� (del� orden� de� 60�

�.cm2)�Sin�embargo,�al�noveno�día�de�cultivo,�después�de�añadir�cAMP�y�RO�20,�se�alcanzaban�

unos�valores�de�170��.cm2,�siendo�suficientes�para�realizar�ensayos�de�permeabilidad�(Figura�

7Bii).�El�incremento�de�cAMP�era�fundamental�en�estos�co�cultivos,�ya�que�sin�él,�los�valores�de�

TEER�alcanzados�se�mantenían�alrededor�de�60��.cm2.�Como�era�de�esperar,�a�los�doce�días�de�

cultivo�los�valores�de�resistencia�disminuían�considerablemente�(Figura�7Bii).��

�

1.4. Discusión�

�

La�integridad�y�fenotipo�de�ambos�tipos�celulares�cultivados�por�separado�fue�la�esperada.�En�

los� cultivos� de� BCEC� pudimos� apreciar� que� existía� un� reclutamiento� de� la� proteína� ZO�1� a� la�

membrana�plasmática�cuando�las�BCEC�estaban�confluentes�en�cultivo.�Sin�embargo,�aunque�la�

translocación� a� la� membrana� de� ZO�1� era� indicativa� de� la� formación� de� uniones� estrechas�

entre�las�BCEC,�esta�monocapa�no�poseía�las�características�de�impermeabilidad�que�adquieren�

las�BCEC�de�la�BBB,�como�demostramos�posteriormente.�Así�mismo,�el�grado�de�confluencia�de�

las� BCEC� influía� sobre� la� organización� del� citoesqueleto� de� actina.� Cuando� las� BCEC� se�

sembraban� a� una� densidad� baja,� el� citoesqueleto� de� actina� formaba� estructuras� como�

lamelipodios� o� filopodios.� En� cambio,� a� una� densidad� elevada� las� BCEC� experimentaban� un�

refuerzo� de� la� actina� cortical,� probablemente� a� causa� de� la� formación� de� uniones� estrechas�

entre�ellas,�y�debido�a�un�diálogo�entre�las�RhoGTPasas�Rho�y�Rac.�Esto�guarda�relación�con�el�

hecho� de� que� las� proteínas� que� participan� en� la� formación� de� las� uniones� estrechas� (ZO�1,�

occludinas,�claudinas)�se�unen�directa�o�indirectamente�a�filamentos�de�actina�(Abbott�y�col.,�

2006).��

Las� inmunofluorescencias�de� los�co�cultivos�mostraban�que� los�astrocitos�crecían�en� la�parte�

inferior� del� filtro,� por� debajo� de� las� BCEC.� En� el� otro� extremo,� las� BCEC� formaban� uniones�

estrechas� tal� y� como� confirmaba� el� marcaje� de� ZO�1.� La� eficacia� de� esas� uniones� estrechas�

estaba�controlada�por�los�pies�astrocitarios�que�se�introducen�por�los�poros�de�la�membrana,�
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contactan�con�las�BCEC�y�liberan�los�factores�solubles�necesarios�para�que�las�BCEC�adquieran�

además�de�la�morfología,�la�funcionalidad�de�las�BCEC�de�la�BBB�(Abbott�y�col.,�2006).���

El� mimetismo� de� los� co�cultivos� con� la� BBB� se� evaluó� mediante� el� grado� de� compactación�

celular� que� presentaban.� Esta� propiedad� se� evaluó� mediante� la� medición� de� la� resistencia�

eléctrica� transendotelial� (TEER).� Como� cabía� esperar,� los� astrocitos� al� ser� células� que� no�

forman�uniones�estrechas�entre�ellas,�exhibían�valores�de�TEER�casi�nulos.�Las�monocapas�de�

BCEC� formaban� uniones� estrechas� en� condiciones� de� confluencia,� tal� y� como� habíamos�

comprobado� mediante� inmunofluorescencias� de� monocultivos� de� BCEC.� Sin� embargo,� los�

valores�de�TEER�indicaban�que�aunque�formaran�uniones�estrechas,�las�BCEC�por�si�mismas�no�

eran�capaces�de�alcanzar�una�compactación�comparable�a� la�observada�en�la�BBB.�En�los�co�

cultivos�los�valores�de�TEER�eran�mucho�más�elevados.�Al�noveno�día�de�cultivo�se�obtuvieron�

valores�máximos�que�oscilaban�entre�los�150�200��.cm2,�suficientes�para�poder�considerar�el�

co�cultivo�como�un�modelo�in�vitro�que�reproducía�las�propiedades�selectivas�en�el�transporte�

de�la�BBB.�Estos�resultados�corroboraban�que�los�astrocitos�eran�esenciales�para�obtener�una�

correcta� compactación� de� las� BCEC� (Rubin� y� Staddon� 1999),� y� además,� que� todos� aquellos�

estudios�en�los�cuales�solamente�se�utilizaba�una�monocapa�de�BCEC�como�modelo�in�vitro�de�

la�BBB,�no�eran�representativos�(Haorah�y�col.,�2007).�Adicionalmente,�los�valores�de�TEER�de�

estos�co�cultivos�corroboraban�que�el�incremento�de�las�concentraciones�de�cAMP�en�las�BCEC�

provocaba� un� aumento� de� la� compactación� de� la� monocapa� (Gaillard� y� col.,� 2001).� Sin�

embargo,� el� gran� inconveniente� de� los� co�cultivos� es� su� vida� media.� Tres� días� después� de�

alcanzar�los�valores�máximos�de�TEER,�la�resistencia�disminuía�a�más�de�la�mitad,�dejando�los�

co�cultivos� inservibles� para� ensayos� de� permeabilidad� con� cualquier� agente.� Una� línea� a�

explorar� en� un� futuro,� es� elucidar� el� modo� por� el� cual� aumentar� la� estabilidad� de� este� co�

cultivo�en�el�tiempo.�Existen�estudios�en�los�cuales,�una�vez�alcanzada�la�confluencia�las�BCEC�

se�cultivan�sin�suero�y�se�les�añade�hidrocortisona,�consiguiendo�una�vida�media�más�larga�en�

la�que�poder�usar�el�co�cultivo�(Nitz�y�col.,�2003).��

Los�co�cultivos�en�los�cuales�se�utilizaron�astrocitos�previamente�congelados�alcanzaban�en�el�

noveno� día� de� co�cultivo,� valores� máximos� similares� a� los� co�cultivos� que� se� componían� de�

astrocitos�frescos,�y�por�tanto�adecuados�para�considerar�que�representaban�las�propiedades�

de�la�BBB.�No�obstante,�las�mediciones�en�los�días�previos�nos�indicaban�que�estos�co�cultivos�

carecían�de�compactación�suficiente.�Esto�nos�indicaba�que�el�aumento�de�cAMP�es�esencial�en�

los�co�cultivos�que�utilizan�los�astrocitos�criopreservados.��

En� todos� estos� experimentos� las� BCEC� utilizadas� eran� suministradas� por� una� casa� comercial.�

Ello�implicaba�un�número�muy�limitado�de�células�y�un�gasto�económico�elevado.�Por�lo�tanto,�

un�punto�a�tener�en�cuenta�es�el�poder�obtener�las�BCEC�directamente�de�cultivos�primarios�de�
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cerebros�bovinos,�lo�cual�nos�aportaría�una�cantidad�de�células�mucho�más�elevada�las�cuales�

podrían�incluso�criopreservarse�(Martínez�Estrada�y�col.,�2003).�Sin�embargo,�la�puesta�a�punto�

de�todo�ello�es�logísticamente�compleja.�

Otra�utilidad�que�podría�tener�este�modelo� in�vitro�de�la�BBB�relacionado�con�los�desórdenes�

relacionados�con�el�alcoholismo�fetal�(DRAF),�sería�el�estudio�de�la�integridad�de�la�BBB�en�la�

exposición�a�etanol�y�como�poder�prevenirlo.�El�etanol�es�un�conocido�perturbador�de�la�BBB�

(Haorah�y� col.,�2005),�quizás�alguno�de� los� compuestos�que�describimos�en�esta� tesis,� como�

análogos�del�ácido� lisofosfatídico� (LPA)�o� los�Silver�Atomic�Clusters� (AgAQCs)� son�capaces�de�

mitigar� la� perdida� de� permeabilidad� y� la� consecuente� perturbación� de� la� integridad� de� las�

células�que�componen�la�BBB.�

�

2. Resultados�no�publicados�
�

�

A�continuación�mostramos�una�serie�de�resultados�los�cuales�no�están�incluidos�en�ninguno�de�

los� trabajos� presentados� en� el� apartado� de� resultados.� Sin� embargo,� estos� datos� pueden�

ayudar�a�resolver�ciertas�dudas�o�cuestiones�que�surjan�durante�la�lectura�de�la�tesis.��

�

2.1.� Metabolización�del�etanol�en�los�astrocitos�

�

Los�efectos�de�la�exposición�fetal�a�etanol�pueden�producirse�por�el�etanol�directamente�o�por�

sus�metabolitos.�El�etanol�se�metaboliza�por�dos�vías,�la�oxidativa�y�la�no�oxidativa.�La�oxidativa�

implica� la� oxidación� del� etanol� a� acetaldehído� (AA)� mediante� tres� enzimas:� alcohol�

deshidrogenada� (ADH),� citocromo� P450� (CYP2E1)� y� catalasa.� La� ADH,� presente� en� el� citosol,�

convierte� el� etanol� a� AA.� Esta� reacción� conlleva� una� reducción� del� dinucleótido� de�

nicotinamida� adenina� (NAD� +)� a� NADH.� Por� otro� lado,� la� catalasa,� que� se� encuentra� en� los�

peroxisomas,� que� requieren� de� peróxido� de� hidrógeno� (H2O2)� para� oxidar� el� alcohol.�

Finalmente,�CYP2E1,�presente�principalmente�en�los�microsomas,�asume�un�papel�importante�

en� el� metabolismo� de� etanol� a� acetaldehído� a� concentraciones� elevadas� de� etanol.�

Posteriormente,�el�AA�se�metaboliza�principalmente�por�la�aldehído�deshidrogenasa�2�(ALDH2)�

en� la� mitocondria� para� formar� acetato� y� NADH.� El� otro� metabolismo� del� etanol� (el� no�

oxidativo)�es�mínimo�y�comprende�dos�vías.�Una�que�concluye�con�la�formación�de�moléculas�

llamadas�ésteres�etílicos�de�ácidos�grasos�(FAEEs),�de�la�reacción�del�alcohol�con�ácidos�grasos;�
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y� la�otra�que�lleva�a� la�formación�de�fosfatidiletanol.�Ambos�productos�de�la�vía�no�oxidativa�

requieren� la� enzima� fosfolipasa� D� (PLD)� (Laposata,� 1999),� que� utiliza� fosfolípidos�

(fosfatidilcolina�principalmente)�para�generar�ácido�fosfatídico�(PA).�La�alteración�de�esta�vía�es�

crítica� para� la� comunicación� y� señalización� celular.� Por� ello,� una� cuestión� previa� a� todos�

nuestros� resultados� era� elucidar� si� la� naturaleza� de� este� conjunto� de� alteraciones� que�

observábamos�en�el�citoesqueleto�de�actina�de�los�astrocitos�expuestos�crónicamente�a�etanol�

estaban� ocasionadas� por� el� etanol� o� por� el� AA,� producto� mayoritario� del� metabolismo�

oxidativo�(el�principal)�del�etanol�con�una�gran�capacidad�citotóxica�(Takeuchi�y�Saito,�2005).��

La� principal� vía� de� metabolización� extrahepática� del� etanol� es� a� través� de� la� alcohol�

deshidrogenasa� (ADH),� concretamente� las� isoformas� ADH1� y� ADH4.� Otras� como� la� vía� del�

CYP2E1�o�la�vía�de�la�catalasa�juegan�un�papel�secundario�en�la�metabolización�del�etanol.�Por�

ese�motivo,�decidimos�realizar�ensayos�enzimáticos�para�medir�la�actividad�de�ADH1�(Figura�8)�

y� ADH4� (Figura� 9)� en� cultivos� primarios� de� astrocitos.� Estos� experimentos� se� realizaron�

comparando�los�astrocitos�con�células�H4IIEC,�línea�celular�derivada�de�hematomas�humanos,�

que�presentan�actividad�ADH.��
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Figura� 8.� Actividad� de� ADH1� en� astrocitos� corticales.� Actividad� enzimática� de� la� isoforma� ADH1� en� cultivos�

primarios�de�astrocitos�y�en�células�H4IIEC.�

�

La� actividad� enzimática� de� ADH1� mostrada� en� los� astrocitos� era� prácticamente� nula.� Sin�

embargo,�las�células�H4IIEC�mostraban�un�incremento�constante�de�la�actividad�ADH1�(Figura�

8).�
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Figura� 9.� Actividad� de� ADH4� en� astrocitos� corticales.� Actividad� enzimática� de� la� isoforma� ADH4� en� cultivos�

primarios�de�astrocitos�y�en�células�H4IIEC.�

�

En� cuanto� a� la� isoforma� ADH4,� la� actividad� enzimática� mostrada� en� los� astrocitos� era�

prácticamente� nula.� Sin� embargo,� las� células� H4IIEC� presentaban,� de� nuevo,� un� aumento�

constante�de�la�actividad�ADH4.�

Por�lo�tanto,�si�los�astrocitos�corticales�de�rata�no�presentan�actividad�ADH�(la�principal�vía�de�

metabolización� del� etanol� a� AA)� se� puede� afirmar� que� prácticamente� no� son� capaces� de�

metabolizar�el�etanol�a�AA.�En�tal�caso,�el�poco�AA�que�puedan�generar�será�obtenido�por�las�

otras�dos�vías,�CYP2E1�y�catalasa� (Eysseric�y�col.,�1997,�2000).�Además,�cultivos�primarios�de�

astrocitos� marcados� con� faloidina� (compuesto� que� se� une� a� los� filamentos� de� actina)� nos�

indicaban�que�astrocitos�expuestos�crónicamente�(7�días)�a�AA�(200�y�300�
M)�no�mostraban�

alteraciones�en�la�organización�del�citoesqueleto�de�actina�(Figura�10).�

�

�
Figura�10.�Exposición�crónica�a�AA�en�astrocitos�corticales.�Organización�del�citoesqueleto�de�actina�visualizada�por�

marcaje�de�faloidina�en�astrocitos�corticales�expuestos�crónicamente�a�200�y�300�
M�de�AA.�

�

Por�lo�tanto,�aunque�los�astrocitos�sean�capaces�de�producir�a�través�del�CYP2E1�o�la�catalasa,�

pequeñas�cantidades�de�AA,�éste�no�sería�capaz�de�producir�las�alteraciones�en�la�organización�
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del�citoesqueleto�de�actina.�Así�pues,�se�puede�afirmar�que� las�alteraciones�que�observamos�

en�la�organización�del�citoesqueleto�de�actina�posteriormente�a�la�exposición�crónica�a�etanol�

son�debidas�principalmente�al�etanol�y�no�al�AA.�

�

2.2. Actividades� RhoGAP� y� RhoGEF� en� astrocitos� expuestos� a�

etanol�

�

Nuestros�resultados�indican�que�el�tratamiento�con�ácido�lisofosfatídico�(LPA)�en�el�último�día�

de� exposición� a� etanol� restaura� las� reorganizaciones� en� el� citoesqueleto� de� actina� (Tomas� y�

col.,�2003;�Martínez�y�col.,�2007).�Esta�restauración�era�consecuencia�de�un�restablecimiento�

de�los�niveles�de�RhoA�GTP�(Martínez�y�col.,�2007).�Recientemente,�hemos�observado�que�los�

niveles� de� RhoA�GTP� se� regularizaban� gracias� a� de� una� normalización� de� la� actividad� total�

RhoGAP�que�el�etanol�estaba�perturbando�(Figura�11).�Sorprendentemente,�el�tratamiento�con�

LPA� por� sí� mismo� (sin� la� exposición� a� etanol)� no� disminuía� la� actividad� RhoGAP� respecto� a�

astrocitos�control�(Figura�11).��
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Figura� 11.� Actividad� RhoGAP� total� en� astrocitos� corticales.� El� gráfico� nos� muestra� la� actividad� RhoGAP� en�

astrocitos:�1)�control,�2)�expuestos�a�etanol,�3)�expuestos�a�etanol�y�tratando�el�último�día�durante�10�o�30�minutos,�

y� 4)� no� expuestos� a� etanol� y� tratados� con� LPA� el� último� día� durante� 10� y� 30� minutos.� EtOH:� etanol,� LPA:� ácido�

lisofosfatídico�
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�

El� LPA� estimula� la� actividad� RhoGEF� a� través� de� receptores� acoplados� a� proteínas� G�

heterotriméricas� (Buschbaum� 2007)� y� resultados� propios� (Figura� 12).� Por� lo� tanto,� una�

explicación�a�todo�ello�podría�ser�que�el�LPA�que�actuase�aumentando�la�actividad�RhoGEF�y�

sólo�disminuyera�el�aumento�de�actividad�RhoGAP�inducido�por�el�etanol,�y�que�no�fuese�capaz�

de�reducirla�por�debajo�de�un�umbral�de�actividad�basal.�Parece�ser�pues,�que�el�etanol�y�el�

LPA� estarían� actuando� por� dos� vías� distintas,� a� través� de� RhoGAPs� y� RhoGEFs,�

respectivamente,� regulando�así� la�actividad�de�RhoA.�Por�eso,�en�condiciones�control,�el�LPA�

no�sería�capaz�de�disminuir�la�actividad�RhoGAP�basal�si�no�existiese�un�incremento�previo�de�

la�actividad�RhoGAP.��

�

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 5 10 15 20 25 30

minutos

U
ni

da
de

s 
A

rb
itr

ar
ia

s

Dbl
Control
LPA_10
LPA_30

�
Figura�12.�Actividad�RhoGEF�total�en�astrocitos�corticales.�El�gráfico�nos�muestra�la�actividad�RhoGEF�en�astrocitos�

control�y�tratados�con�LPA�el�último�día�con�LPA�durante�10�y�30�minutos.�Dbl,�dominio�de� las�proteínas�RhoGEF,�

utilizado�como�control�positivo�
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�

3. Material�y�métodos�

�

3.2. Reactivos�utilizados�

�

A�continuación�se�detallan�los�distintos�reactivos�utilizados,�así�como,�la�concentración�de�uso�

y�procedencia�de�los�mismos.�

�

Reactivo� Concentración�de�uso� Procedencia�

AgAQCs� 0,1�–�10�
g/ml� Nanogap�

Butanol� 25�mM� Merck�

Etanol� 30�mM,�100�mM,�200�mM�y�500�mM� Merck�

H2O2� 250�
M�y�500�
M� Merck�

Latrcunculina�B� 500�nM�� Calbiochem�

LPA� �0,5�mg/mL�� Sigma�Aldrich�

Metanol� 50�mM� Merck�

NAD+� 2,4�mM�y�4�mM� Sigma�

RO�20� 17,5�
M� Calbiochem�

Estaurosporina� 1�μM� Sigma�Aldrich�

��[32P]�GTP� 5�
Ci� Hartmann�Analytics�

�

�
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3.3. Lista�de�anticuerpos�utilizados�

�

La�siguiente�tabla�muestra�los�anticuerpos�empleados�para�inmunofluorescencia�(IF)�o�western�

blotting�(WB),�indicando�la�especie�y�la�dilución�de�trabajo�utilizada�para�cada�aplicación.�

�

Dilución�de�trabajo�Anticuerpo� Especie�

IF� WB�

Procedencia�

Actina� Conejo� 1/25000� 1/5000� Cytoskeleton�Inc.�

Alexa�488�� Conejo� 1/250� �� Invitrogen�

Caspasa���3� Conejo� 1/100� 1/1000� Cell�Signaling�

Caspasa�–�3��cleaved� Conejo� 1/100� 1/1000� Cell�Signaling�

Cdc42� Ratón� �� 1/1000� BD�

Cy3�� Conejo� 1/250� �� Jackson�Laboratories

Cy2�� Ratón� 1/50� �� Jackson�Laboratories

Cy3� Ratón� 1/50� �� Jackson�Laboratories

GFAP� Ratón� 1/500� 1/5000� Sigma�Aldrich�

Mouse�HRP� Ratón� �� 1/3000� Promega�

p120RasGAP� Conejo� �� 1/1000� Santa�Cruz�

p190� Ratón� 1/50� 1/2000� BD�

p190B� Ratón� 1/50� 1/2000� BD�

Rabbit�HRP� Conejo� �� 1/3000� Promega�
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Dilución�de�trabajo�Anticuerpo� Especie�

IF� WB�

Procedencia�

Rac1� Ratón� �� 1/1000� BD�

RhoA� Ratón� �� 1/1000� BD�

RhoA�GTP� Conejo� �� 1/1000� NewEast�Biosciences

Rho�GDIs� Conejo� �� 1/1000� Santa�Cruz�

��tubulina� Ratón� �� 1/50000� Sigma�Aldrich�

ZO�1� Ratón� 1/100� �� Zymed�Laboratories�

�

3.4. Lista�de�marcadores�utilizados�

�

A�continuación�se�detallan�los�distintos�marcadores�utilizados,�así�como,�la�estructura�que�

identifican,�dilución�de�trabajo�y�procedencia�de�los�mismos.�

�

Marcador� Estructura�identificada Dilución�de�trabajo� Procedencia�

DAPI� Núcleo� 1/500� Calbiochem�

Faloidina�Comarin� Filamentos�de�actina� 1/250�(0,02�mg/ml)� Sigma�Aldrich�

Faloidina�FITC� Filamentos�de�actina� 1/500�(0,02�mg/ml)� Sigma�Aldrich�

Faloidina�TRITC� Filamentos�de�actina� 1/500�(0,02�mg/ml)� Sigma�Aldrich�

�

�
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3.5. Lista�de�plásmidos�utilizados�

�

A�continuación�se�detallan�los�distintos�vectores�de�expresión�utilizados,�así�como,�la�

resistencia�y�procedencia�de�los�mismos.�

�

Plásmido� Vector� Resistencia� Procedencia�

GST�PBD� pGEX� Ampicilina� Dr.�Piero�Crespo�(CSIC,�Santander)�

GST�RBD� pGEX� Ampicilina� Dr.�Piero�Crespo�(CSIC,�Santander)�

GST�RhoA� pGEX� Ampicilina� Dr.�Piero�Crespo�(CSIC,�Santander)�

GST�RhoAQ63L� pGEX� Ampicilina� Dr.� Keith� Burridge� (Univ.� North� Carolina,� Chapel�
Hill)�

p190RhoGAP�HA� pKH3� Ampicilina� Dr.�Piero�Crespo�(CSIC,�Santander)�

p190RhoGAP�RA� pEGFP� Kanamicina� Dr.� Keith� Burridge� (Univ.� North� Carolina,� Chapel�
Hill)�

�

�

3.6. Métodos�utilizados�

�

Cultivos�celulares��

Las� células� NRK,� Hela,� 293T� y� Vero� crecen� en� DMEM� (Dulbecco� Modified� Eagle� Medium)�

completo:�suplementado�con�suero�bovino�fetal� (FBS)�al�10%�(volumen/volumen)� inactivado,�

penicilina� (100U/ml)� y� estreptomicina� (100� mg/ml),� piruvato� y� L�glutamina� (10� mM).� Las�

células�crecen�en�atmósfera�saturada�de�agua,�5%�de�CO2�y�a�37�oC.�

Todo�el�procedimiento�debe�realizarse�con�material�estéril,�guantes�y�el�medio�de�cultivo�debe�

estar�a�37oC.��

Los�astrocitos�se�aíslan�del�cerebro�de�6�ratas�P1�o�P2�(de�1�o�2�días�de�edad),�se�calculan�que�

se� necesitan� un� par� de� ratas� por� flascón� (p75,� de� 75� cm2)� de� cultivo.� Previamente� debemos�

preparar�el�Krebs��Ringer�Buffer�(KRB)�10X�(para�500�ml:�35,35�g�de�NaCl,�1,8�g�de�KCl,�0,83�g�de�

KH2PO4,� 10,7� g� de� NaHCO3� y� 12,85� g� de� glucosa).� El� mismo� día� del� cultivo� preparar� las�
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siguientes�soluciones,�solución�1:�50�ml�KRB�1X�+�0,15g�BSA�+�0,4�ml�MgSO4�al�3,8�%;�solución�2:�

10�ml�de�solución�1�+�2,5�mg�de�tripsina;�solución�3:�10�ml�solución�1�+�0,8�mg�DNasa�+�5,2�mg�

de�SBTI�+�0,1�ml�de�MgSO4�al�3,8�%;�solución�4:�8,4�ml�de�solución�1�+�1,6�ml�de�solución�3;�

solución�5:�5�ml�de�solución�1�+�40�
l�de�MgSO4�al�3,8%�+�6�
l�de�CaCl2�al�1,2�%.�De�los�cerebros�

de�rata�se�recoge� la�corteza�cerebral,�se� limpian� las�meninges,� todo�ello�en�DMEM�sin�suero�

(con� HEPES� 50� mM)� a� 4oC.� Homogeneizar� el� córtex,� añadirlo� a� la� solución� 1� y� centrifugar� 5�

segundos� a� 1000� rpm.� Descartar� el� sobrenadante,� añadir� la� solución� 2� y� agitar� durante� 5�

minutos�a�temperatura�ambiente.�Añadir� la�solución�4�y�centrifugar�5�segundos�a�1000�rpm.�

Descartar� sobrenadante� y� añadir� dos� volúmenes� de� una� pipeta� Pasteur� de� la� solución� 3.�

Resuspender�el�pellet�y�homogeneizar� la�suspensión�con�una�pipeta�Pasteur.�A� la�suspensión�

homogeneizada� se� le�añade� la� solución�5�y� se� centrifuga�5�minutos�a�1000� rpm.� El� pellet� se�

resuspende�en�DMEM�completo� (con�25�mM�HEPES)�y� se� siembra�en� tres� flascones�p75.�No�

deben�moverse�los�flascones�hasta�el�tercer�día,�justo�entonces�se�realiza�un�cambio�de�medio�

de�cultivo.�A�los�seis�días�de�cultivo�se�agitan�los�flascones�a�80�rpm�durante�toda�la�noche,�y�a�

la�mañana�siguiente�se�realiza�un�lavado�con�PBS�y�se�cambia�de�nuevo�el�DMEM.�Una�vez�los�

astrocitos�llegan�a�confluencia,�se�subcultivan�en�flascones�p75�recubiertos�de�Poli�D�Lisina.��

La� pureza� de� los� cultivos� de� astrocitos� se� evaluó� por� inmunofluorescencia� con� anti�proteína�

glial� fibrilar�ácida� (GFAP),�que� indicó�que�en� los�cultivos�el�90�95%�eran�astrocitos.�Todos� los�

experimentos�con�ratas�fueron�aprobados�por�el�comité�de�revisión�institucional�adecuado�y�se�

actuó�en�estricto�cumplimiento�de�la�Guía�de�la�Comunidad�Europea�para�el�Cuidado�y�Uso�de�

Animales�de�Laboratorio.�

�

Exposición�crónica�a�etanol�de�los�cultivos�

Las�células�se�expusieron�a�etanol�a�concentraciones�similares�a�las�encontradas�en�la�sangre�

de�mujeres�embarazadas�consumidoras�de�alcohol� (Eckardt�y�col.,�1998)�durante�al�menos�7�

días�(tratamiento�crónico).�El�etanol�se�añadía�una�vez�cada�24�horas�y�el�medio�de�cultivo�se�

cambiaba�cada�dos�días.�

�

Tratamiento�de�los�cultivos�con�LPA.��

Los�cultivos�de�astrocitos�tratados�con�etanol�durante�6�días�se� incubaron�primero�en�medio�

con�bajo�contenido�en�suero�durante�12�18�h�y�luego�en�un�medio�exento�de�suero�durante�al�

menos�2�h.�Seguidamente,�las�células�se�incubaron�con�LPA�(1�
M)�durante�90�min.��

�

�
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Modelo�in�vitro�de�barrera�hematoencefálica�(BBB)��

Los� astrocitos� se� aislaron� del� cerebro� de� una� rata,� P1� o� P2� (de� 1� o� 2� días� de� edad),� se�

recogieron� la� corteza� cerebral� y� se� cultivaron� los� astrocitos� de� esta� región� tal� y� como� se� ha�

explicado� previamente.� En� los� astrocitos� subcultivados,� una� vez� confluentes,� se� recogió� el�

medio� condicionado� por� astrocitos� (MCA)� a� días� alternos� durante� dos� semanas.� El� MCA� se�

filtraba�(0,2�
m),�y�a�continuación�se�almacenaba�a��20�oC.��

Las� células� endoteliales� de� capilares� bovinos� (BCEC)� procedían� de� una� empresa� que�

comercializaban� células� endoteliales� bovinas� obtenidas� de� cultivos� primarios� (Cambrex,�

bMVEC�B,�Cat.�AC�2509).�Se�cultivaron�en�p75�recubiertos�con�colágeno�y�fibronectina�con�un�

50%�de�medio�de�cultivo,�y�un�50%�del�MCA.�Cuando�llegaron�al�70�%�de�confluencia�(a�los�4�o�

5�días)�pasaron�a�ser�utilizadas�para�el�co�cultivo.�

El� co�cultivo� se� llevó� a� cabo� en� filtros� Transwells®� (Corning� Star,� Cat.� 93413)� recubiertos� de�

colágeno�y�fibronectina.�Primero�se�cultivaron�los�astrocitos�en�la�parte�inferior�del�filtro,�y�tres�

días� después� se� sembraron� las� BCEC� en� la� parte� superior� del� filtro.� Durante� los� nueve� días�

determinamos�la�Resistencia�Eléctrica�Trans�Endotelial�(TEER)�del�co�cultivo.�Con�el�valor�de�la�

TEER�supimos�si�las�uniones�estrechas�entre�BCEC,�se�habían�formado�correctamente.�

�

Medición�de�la�TEER�

La� TEER� (�.cm2)� generada� por� las� capas� de� BCEC� cultivadas� fue� utilizada� para� evaluar� la�

compactación�de� la�monocapa.�Estas�mediciones�se� realizaron�empleando�un�voltímetro�con�

electrodos� conocido� como� el� sistema� Millicell®�ERS� (Millipore,� USA)� siguiendo� las�

recomendaciones�del�fabricante.�Todos�los�valores,�previamente�corregidos�por�la�resistencia�

del�filtro�y�el�medio,�se�reportaron�por�el�diámetro�efectivo�de�membrana.�

�

Transfección�transitoria�

Los�plásmidos� fueron�transfectados�en�células�sembradas�sobre�cubreobjetos�o�en�placas�de�

cultivo� al� 80%� de� confluencia.� Como� método� de� transfección� se� empleó� Lipofectamine�

(Invitrogen)� usando�el�protocolo� recomendado�por�el� fabricante,�o�el�método�del� fosfato�de�

calcio�tal�y�como�se�describen�previamente�en�Guegan�y�col.,�2008.�

�

Inmunofluorescencia�

Las� inmunocitoquímicas� se� realizan� en� células� sembradas� sobre� cubreobjetos,� al� 50�70%� de�

confluencia.�La�fijación�se�realiza�en�paraformaldehido�al�4%�disuelto�en�PBS�durante�10�min�o�

alternativamente�en�metanol�a��20°C�durante�5�segundos.�Después�se�volvió�a�lavar�con�PBS�y�
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se�bloqueó�los�grupos�aldehído�con�NH4Cl�(50�mM)�en�PBS�durante�20�min.�Seguidamente,�las�

células�fueron�sometidas�a�solución�permeabilizante�conteniendo�PBS,�1%�de�albúmina�sérica�

bovina� (BSA)� como� agente� bloqueante� y� 0.1%� de� saponina� como� agente� permeabilizante,�

durante� 10� minutos.� El� anticuerpo� primario� se� incubó� 60� min.� a� temperatura� ambiente� o�

durante� toda� la� noche� a� 4°C,� tras� lo� cual� se� lavó� con� PBS� (3x5� min.).� La� detección� del�

anticuerpo� primario� se� realizó� con� anticuerpos� anti�conejo� o� anti�ratón� (Fragmentos� Fab'2)�

conjugados�con�fluorocromos.�Estos�se�diluyeron�en�PBS�con�BSA�al�1%�a�la�concentración�de�

trabajo,�y�se�incubaron�durante�45�minutos�a�temperatura�ambiente.�Finalmente�se�lavaron�los�

cubreobjetos�con�PBS�(3x5�min)�y�se�montaron�en�Mowiol.�Las�muestras�se�visualizaron�en�un�

microscopio� de� epifluorescencia� Olimpus� BX60 y� con� una� cámara� Orca�ER� CCD� (Hamamatsu�

Photonics,� Japón)� o� un� microscopio� confocal� Leica� TCS� SL� (Leica� Microsystems� Heidelberg,�

Manheim,�Germany).�

�

Inmunofluorescencia�de�co�cultivos�

Las� inmunocitoquímicas� se� realizaron� en� células� sembradas� sobre� Transwells®.� La� fijación� se�

realizó�en�paraformaldehido�al�3%�y�sacarosa�al�2%�disuelta�en�PBS�al�0,1M�durante�15�min.�

Después� se� volvió� a� lavar� con� PBS� tres� veces� durante� 10� minutos.� Se� bloquearon� los� grupos�

aldehído�con�glicina�a�20mM�disuelta�en�PBS�durante�20�min.�Seguidamente,�las�células�fueron�

sometidas�a�solución�permeabilizante�conteniendo�PBS�y�0.2%�de�Tritón�X�100�durante�10�min.�

Se� volvió� a� lavar� las� membranas� con� PBS� durante� 5� minutos.� Se� bloquearon� durante� 20�

minutos� con� BSA� al� 1%� en� PBS.� El� anticuerpo� primario� se� incubó� 60� min� a� temperatura�

ambiente.�ZO�1�se�aplicó�en�la�zona�superior�de�las�membranas,�mientras�que�la�zona�inferior�

se�incubó�con�GFAP.�Después�se�lavó�con�PBS�(3x5�min).�La�detección�del�anticuerpo�primario�

se� realizó� con� anticuerpos� anti�conejo� o� anti�ratón� (Fragmentos� Fab'2)� conjugados� con�

fluorocromos.� Estos� se� diluyeron� en� PBS� con� BSA� al� 1%� a� la� concentración� de� trabajo,� y� se�

incuban�durante�60�minutos�a�temperatura�ambiente.�Finalmente,�se�lavaron�las�membranas�

con�PBS�(3x5�min)�y�se�dejaron�secar�unos�30�minutos.�Se�montaron�en�Mowiol�cubiertos�por�

cubreobjetos�de�12�mm�de�diámetro,�añadiendo�separadores�(laca�de�uñas�o�celo)�para�evitar�

el� aplastamiento� de� las� células.� Las� muestras� se� visualizaron� en� un� microscopio� de�

epifluorescencia�Olimpus�BX60 y�con�una�cámara�Orca�ER�CCD�(Hamamatsu�Photonics,�Japón)�

o�un�microscopio�confocal�Leica�TCS�SL�(Leica�Microsystems�Heidelberg,�Manheim,�Germany).�

�

�

�
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Visualización�del�citoesqueleto�de�actina�

Finalizados� los� tratamientos,� las� células� crecidas� en� cubreobjetos� de� vidrio� se� fijaron� con�

paraformaldehido�al�4%�y�se�permeabilizaron�con�saponina�0,1%�y�BSA�1%.�Seguidamente,�se�

incubaron� con� faloidina� marcada� con� un� fluorocromo� (TRITC,� FITC� o� Comarin)� durante� 30�

minutos�a�temperatura�ambiente.��

�

Inmunotransferencia�

Los�extractos�celulares�se�prepararon�a�partir�de�de�placas�de�cultivo�de�100�mm,�añadiendo�

300�
l�de�tampón�de� lisis� frío�(50�mM�Tris�HCl,�150�mM�NaCl2,�2�mM�EDTA,�50�mM�NaF,�pH�

7,4)� con� inhibidores� de� proteasas� (aprotinina,� leupeptina� y� pepstatina� A)� y� fosfatasas�

(ortovanadato� de� sodio� y� PMSF).� Las� muestras� se� incubaron� 10� min� en� hielo,� luego� se�

sonicaron�suavemente�(dos�rondas�de�5�segundos�por�muestra)�y�finalmente�se�centrifugaron�

(1000g,�10�min�a�4�°C).�La�concentración�proteica�se�determinó�con�el�DC�protein�Assay�de�Bio�

Rad.�Se�cargó�igual�cantidad�de�proteína�por�extracto�con�tampón�de�carga�5X�(con�10%�de���

mercaptoetanol),�y�se�corrió�una�electroforesis�en�un�gel�de�poliacrilamida�dodecilsulfato�de�

sodio� (SDS�PAGE)� al� 10%� (v� /� v).� Seguidamente� se� transfirió� (90� min,� 100� mV)� en� una�

membrana� de� nitrocelulosa� (Whatman,� Maidstone,� Kent,� Reino� Unido).� Las� membranas� se�

bloquearon�con�5%�BSA�/� tampón�TBST� (20�mM�Tris�HCl,�150�mM�NaCl,�0,1%�de�Tween�20)�

durante�1�h,�posteriormente�se� incuban�con�anticuerpos�primarios� (disueltos�en�PBS�0,002%�

de� azida� sódica)� durante� la� noche� a� 4� °C.� Al� día� siguiente,� las� membranas� se� lavaron� e�

incubaron�con�anticuerpos�secundarios�de�IgG�HRP�durante�1�h�en�5%�de�BSA�/�tampón�TBST.�

Después� de� varios� lavados,� las� membranas� se� incubaron� durante� 4� minutos� a� temperatura�

ambiente�con�el�reactivo�Western�Blotting�Luminol�Reagent�(Santa�Cruz,�Delaware,�CA,�EEUU).�

Las� bandas� se� visualizaron� por� la� exposición� de� la� membrana� a� Hyperfilm� (Amersham�

Pharmacia�Biotech,�Uppsala,�Suecia),�y� sus� intensidades�se�midieron�por�densitometría�de� la�

película�usando�el�software�Image�J.��

�

Inmunoprecipitación�

Extractos�de�células�se�preparan�añadiendo�500�
l�de�tampón�RIPA�modificado�(20�mM�Tris�

HCl�pH�7,5,�137�mM�NaCl,�10%�de�glicerol,�0,05%�SDS,�0,5%�Triton�X�100,�0,1%�desoxicolato�de�

sodio,� 2� mM� EDTA)� y� procesadas� como� se� ha� indicado� antes.� Igual� cantidad� de� extracto�

proteico�por�muestra�se�incubó�durante�la�noche�con�el�anticuerpo�correspondiente�y�con�50�


l� de� perlas� de� sefarosa� con� proteína� A.� Al� día� siguiente,� las� perlas� se� lavaron� tres� veces� el�
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tampón�RIPA�modificado.�Las�proteínas�se�eluyeron�de�las�perlas�mediante�la�adición�de�20�
l�

de�tampón�de�carga�de�5X�(con�10%�de���mercaptoetanol)�

�

Ensayos�Pull�Down��

Extractos�celulares�se�prepararon�añadiendo�500�
l�de�tampón�de�Pull�down�(20�mM�Tris�HCl,�

pH� 7,5,� 150� mM� NaCl,� 5� mM� MgCl2,� 1%� Triton� X�100,� 1� mM� DTT)� y� procesadas� como� se� ha�

indicado� antes.� Los� lisados� se� incubaron� 2� horas� a� 4� °C� con� 50� 
l� de� perlas� de� agarosa� con�

glutation.�A�continuación,�los�lisados�celulares�se�centrifugaron�y�el�sobrenadante�se�recogió�y�

se�incubó�durante�toda�la�noche�con�30�μg�de�proteína�de�fusión�(GST�PBD,�GST�RBD)�y�50�
l�

de� perlas� de� agarosa� con� glutation.� Al� día� siguiente,� las� perlas� se� lavaron� tres� veces� con�

tampón�de�Pull�down.�Las�proteínas�se�eluyeron�de�las�perlas�mediante�la�adición�de�20�
l�de�

tampón�de�carga�de�5X�(con�10%�de���mercaptoetanol).��

�

G�LISA™�

Para� medir� la� actividad� de� RhoA� en� extractos� celulares� se� realizó� un� análisis� cuantitativo�

colorimétrico� utilizando� la� técnica� de� ensayo� por� inmunoabsorción� ligado� a� enzimas� (ELISA).�

Siguiendo�las�instrucciones�del�fabricante,�los�extractos�de�células�se�lisaron�con�el�tampón�del�

kit�y�se�incubaron�en�micropocillos�en�los�que�el�RBD�estaba�unido.�La�forma�activa�de�RhoA�se�

detectó� mediante� inmunodetección� indirecta� seguida� de� una� reacción� colorimétrica� medida�

por�absorbancia�a�490�nm.�

�

Actividad�RhoGAP�y�RhoGEF�

Para� determinar� la� actividad� total� de� RhoGAP,� bacterias� que� expresaban� GST�RhoA� se�

purificaron�mediante�procedimientos�estándar� (García�Mata�y� col.,�2006).�Se� incubaron�GST�

RhoA�(3�g)�con���[32P]�GTP�(5�
Ci)�durante�10�minutos�a�30�°C.�Para�determinar�la�reacción�de�

las�proteínas�activadoras�de�GTPasas�(GAPs),�el�[32P]�GTP�unido�a�RhoA�se� incubó�con�lisados�

de�astrocitos�expuestos�o�no�a�etanol�en�presencia�de�MgCl2�(10�mM)�a�30�°C�durante�30�min�

(la� cinética� de� la� reacción� fue� verificada� con� muestras� a� diferentes� tiempos).� La� mezcla� de�

reacción�se�fraccionó�posteriormente�en�molibdato�sódico�/�isopropil�acetato.�Una�muestra�de�

la�fase�orgánica,�indicadora�de�la�hidrólisis�de�GTP,�se�analizó�por�centelleo.�

Para� determinar� la� actividad� de� RhoGAP� p190A� y� p190B,� las� respectivas� fracciones�

inmunoprecipitadas�de�células�HEK293T�fueron�incubadas�durante�15�min�a�37�°C�con�lisados�

de�astrocitos�cultivados�en�ausencia�o�en�presencia�de�etanol,�previamente�a�la�medición�de�la�

hidrólisis�de�GTP.�
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En� el� caso� de� las� determinaciones� de� la� actividad� RhoGEF,� se� usó� el� RhoGEF� ™� Kit�

(Cytoskeleton)�y�fue�utilizado�según�las�instrucciones�del�fabricante.�

�

Actividad�ADH�

La�determinación�de�la�actividad�enzimática�se�llevó�a�cabo�con�un�espectrofotómetro�UV�VIS,�

de�doble�haz.�La�medida�de�la�actividad�enzimática�se�determinó�a�partir�del�incremento�en�la�

absorbancia�a�340�nm,�debido�a� la�reducción�del�NAD+.�En�todos� los�ensayos,� la�actividad�se�

determina�a�partir�de�la�velocidad�inicial�en�cubeta�de�vidrio�de�1�ml�y�de�1�cm�de�paso�óptico�y�

a�25�oC.�La�actividad�en�presencia�de�alcoholes�se�determinó�en�tampón�glicina�0,1M�pH�10.�La�

actividad�ADH1�de�rata�se�determinó�con�NAD+�2,4�mM�y�etanol�10�mM.�La�actividad�ADH4�de�

rata�se�midió�de�modo�análogo�al�del�caso�anterior,�pero�empleando�NAD+�4�mM�y�etanol�500�

mM.�

 

Contenido�de�fosfoinosítidos��

Los� astrocitos� se� cultivaron� en� medio� que� contenía� una� concentración� baja� de� inositol� e�

incubados�3�días�con�1�
Ci�/�ml�de�myo�[2�3H�inositol].�Después�de�retirar�el�medio,�las�células�

fueron� lavadas� dos� veces� en� PBS� y� los� lípidos� se� extrajeron� con� cloroformo� /� metanol� /� HCl�

concentrado� (100:� 200:� 1).� Extractos� clorofórmicos� de� lípidos� (Bligh� y� Dyer,� 1959)� se�

evaporaron�en�un�concentrador.�Después�de� la�adición�de�20�mg�fosfoinosítidos�mixto�como�

marcador,� las� muestras� se� aplicaron� sobre� placas� de� TLC� y� migraron� usando�

metanol/cloroformo/NH4OH/agua� (48:� 40:� 5:� 10).� Las� bandas� de� lípidos� se� visualizaron� con�

vapores� de� yodo.� Los� fosfoinosítidos� de� los� extractos� se� identificaron� por� comigración� con�

estándares� fosfoinositol� (PI),� fosfoinositol� fosfato� (PIP)� y� fosfoinositol� bifosfato� (PIP2)� y� se�

cuantificaron�por�centelleo�raspándolos�de�la�placa.�

�

Determinación�de�la�concentración�de�etanol�

La� concentración� de� etanol� en� medio� de� cultivo� se� realizó� mediante� un� método� enzimático,�

utilizando�la�alcohol�deshidrogenasa�(ADH)�de�levadura�y�NAD+�como�cofactor�de�la�reacción.�

El�etanol,�el�sustrato�de�la�reacción,�estuvo�presente�en�el�medio�de�cultivo.�Así,�la�ADH�oxidó�

el� etanol� del� medio� convirtiendo� el� NAD� +� a� NADH,� el� cual� se� midió� a� 340� nm� en� el�

espectrofotómetro.�Como�la�reacción�era�equimolar,�la�producción�de�NADH�era�directamente�

proporcional�a�la�oxidación�de�etanol,�y�por�lo�tanto�a�la�concentración�de�etanol�presente�en�

el�medio�de�cultivo.�

�
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Recuento�de�células�

Contajes� imparciales�de� las�células�se�obtuvieron�mediante� la�ayuda�del�programa�Computer�

Assisted� Stereology� Toolbox� (CAST)� (Olympus,� Denmark).� Se� contaron� el� número� total� de�

células� (visualizado�con� el�marcador�nuclear�DAPI)� y� células� con�una�morfología� redondeada�

(visualizados�por�tinción�de�faloidina).�
�

Ensayo�de�F�/G��actina�

Células� NRK� se� homogeneizaron� en� tampón� lisis� (50� mM� PIPES,� pH� 6,9,� 50� mM� KCl,� 5� mM�

MgCl2,�5%�(v�/�v)�de�glicerol,�0,1%�Nonidet�P40,�0,1%�Trinton�X�100,�0.1%�de�Tween�200�,�1%�

de�2�mercaptoetanol�y�0,001%�antiespumante�C)�que�contenía�250�nM�de�TRITC�faloidina.�Los�

lisados� se� centrifugaron� a� 100.000g� durante� 1� hora� a� temperatura� ambiente.� Los� pellets�

contenían�la�fracción�F�actina�y�el�sobrenadante�contenía�la�fracción�de�G�actina.�Las�muestras�

se�analizaron�por�inmunotransferencia�con�anticuerpos�anti�actina.�

�

Análisis�estadístico�

Los�resultados�se�expresaron�como�media�±�desviación�estándar�(SD),�y�se�analizaron�mediante�

one�way�ANOVA�seguida�por�las�múltiples�de�Bonferroni,�o�con�la�prueba�t�de�Student�de�dos�

colas� (GraphPad� Software,� San� Diego,� California,� E.E.U.U.).� Una� p� 
� 0,05� fue� considerada�

significativa.�

�
�
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