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Resumen

El alcohol es una de las drogas mas aceptadas y consumidas a nivel mundial, y su
ingesta cronica causa alteraciones en el sistema nervioso central, desde desmielinizacion hasta
muerte neural. Se ha demostrado que gran parte de estos efectos estarian mediados por la
activacion del sistema inmune innato, principalmente a través del receptor TLR4, que
desemboca en un estado inflamatorio. Para ahondar en estos mecanismos, en esta tesis se
pretende analizar si el consumo cronico de etanol puede causar modificaciones en los miARNs
de la corteza cerebral, regulando la expresion de genes proinflamatorios asociados a la ruta de
sefalizacion del TLR4 y si el uso de la curcumina como terapia es capaz de disminuir estos
efectos. Ademads, analizaremos si el consumo de alcohol a largo plazo es capaz de alterar la
microbiota intestinal, y la implicacion del TLR4 en estos procesos. Nuestros resultados
demuestran que el etanol es capaz de alterar la expresion de diferentes microARNs que regulan
la expresion de genes proinflamatorios y asociados a la via del TLR4. La ausencia del receptor
causa un perfil de expresion distinto tanto en los controles como en los animales alcohélicos
Cronicos.

Puesto que en los ultimos afios nos hemos interesado en la busqueda de una posible
terapia para paliar la neuroinflamacioén producida por el etanol, hemos usado el BDMC, un
curcuminoide con capacidad antiinflamatoria y antioxidante, para revertir los dafios causados
por el abuso del alcohol. Para su administracién proponemos su conjugacion con un polipéptido
que elimina los tradicionales problemas asociados al uso de estos compuestos naturales como
son su vida media corta y su baja biodisponibilidad, sin que hayamos registrado toxicidad. El
uso de este polimero en animales con un consumo cronico de etanol produce una disminucion

de la inflamacidn, tanto a nivel proteico como de expresion génica.

Considerando que otra de las regiones del organismo mas afectadas por el alcohol es el
tracto gastrointestinal, y que la poblacion bacteriana puede ser modificada en determinadas
enfermedades o por el uso de sustancias nocivas, produciendo una disbiosis, hemos comparado
el efecto del alcohol sobre la poblacion bacteriana y la participacion del receptor TLR4 en estos
efectos. Mediante analisis de expresion génica, confirmamos que el tejido intestinal ausente del
receptor TLR4 es menos susceptible de sufrir cambios debidos al consumo de alcohol. Sin
embargo, no hemos encontrado en estos animales la expresion aumentada de genes
proinflamatorios caracteristica de los tratamientos alcohdlicos. Ademas, los ratones carentes de
este receptor presentan una microbiota intestinal Unica y diferente a la encontrada en animales

de genotipo normal, con sus propios cambios en el equilibrio bacteriano en respuesta a la
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ingesta de alcohol. Esta microbiota presenta menor cantidad de especies Gram - y mayor

resistencia al desequilibrio ocasionado por el alcohol, que su contraparte en los ratones WT.

En general, los resultados cientificos que aparecen en esta tesis resaltan el papel del
TLR4 en las alteraciones causadas por el consumo crénico de alcohol. Mostramos como
cambios causados por el etanol a niveles tan distintos como la regulacion mediante miARNs o
la microbiota intestinal dependen en gran medida de la respuesta inicial que causa el alcohol en
el TLR4. Dado que es un receptor necesario para el correcto funcionamiento de muchos

organos, planteamos un posible tratamiento mediante la inhibicion de esta cascada inflamatoria.
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Resum

L'alcohol és una de les drogues més acceptades i consumides a nivell mundial, i la seva
ingesta cronica causa alteracions al sistema nervids central, des de desmielinitzaci6 fins a mort
neural. S'ha demostrat que gran part d'aquests efectes estarien intervinguts per l'activacio del
sistema immune innat, principalment a través del receptor TLR4, que desemboca en un estat
inflamatori. Per aprofundir en aquests mecanismes, en aquesta tesi es pretén analitzar si el
consum cronic d'etanol pot causar modificacions als miARNs de l'escorca cerebral, regulant
I'expressio de gens proinflamatoris associats a la ruta de senyalitzacié del TLR4 i si 1'as de la
curcumina com a terapia és capag¢ de disminuir aquests efectes. A més, analitzarem si el consum
d'alcohol a llarg termini és capag d'alterar la microbiota intestinal i la implicacio del TLR4 en
aquests processos. Els nostres resultats demostren que 1'etanol pot alterar I'expressio de diferents
microARNs que regulen 1'expressi6 de gens proinflamatoris i associats a la via del TLRA4.
L'abséncia del receptor causa un perfil d'expressio diferent tant als controls com als animals

alcoholics cronics.

Com que els darrers anys ens hem interessat en trobar una possible terapia per pal-liar la
neuroinflamaci6 produida per I'etanol, hem utilizat el BDMC, un curcuminoide amb capacitat
antiinflamatoria i antioxidant, per revertir els danys causats per 1'abus de 1'alcohol. Per a la seva
administracié proposem la seva conjugacid amb un polipéptid que elimina els problemes
tradicionals associats a 1'as d'aquests compostos naturals com son la seva vida mitjana curta i la
seva baixa biodisponibilitat, sense que haguem registrat toxicitat. L."as d’aquest polimer en
animals amb un consum cronic d’etanol produeix una disminuci6 de la inflamacid, tant a nivell

proteic com d’expressid génica.

Considerant que una altra de les regions de 1'organisme més afectades per I'alcohol és el
tracte gastrointestinal, i que la poblacid bacteriana pot ser modificada en determinades malalties
o per 1'ts de substancies nocives, produint una disbiosi, hem comparat I'efecte de l'alcohol sobre
la poblacié bacteriana i la participacio del receptor TLR4 en aquests efectes. Mitjancant una
analisi d'expressio genica, confirmem que el teixit intestinal absent del receptor TLR4 és menys
susceptible de patir canvis deguts al consum d'alcohol. Tot i aixd, no hem trobat en aquests
animals l'expressio augmentada de gens proinflamatoris caracteristica dels tractaments
alcoholics. A més, els ratolins sense aquest receptor presenten una microbiota intestinal Unica i
diferent de la trobada en animals de genotip normal, amb els seus propis canvis en 1'equilibri
bacteria en resposta a la ingesta d'alcohol. Aquesta microbiota presenta menor quantitat
d'especies Gram - i més resisténcia al desequilibri ocasionat per l'alcohol, que la contrapart en

els ratolins WT.
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En general, els resultats cientifics que apareixen en aquesta tesi ressalten el paper del
TLR4 a les alteracions causades pel consum cronic d'alcohol. Mostrem com a canvis causats per
l'etanol a nivells tan diferents com la regulacié mitjancant miARNs o la microbiota intestinal
depenen en gran mesura de la resposta inicial que causa l'alcohol al TLR4. Atés que és un
receptor necessari per al funcionament correcte de molts oOrgans, plantegem un possible

tractament mitjancant la inhibici6 d’aquesta cascada inflamatoria.
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Abstract

Alcohol is one of the most accepted and consumed drugs worldwide, and its chronic
consumption causes alterations in the central nervous system, such as demyelination and neural
death. It has been shown that these effects would be mediated by the activation of the innate
immune system, mainly through the TLR4 receptor, which leads to an inflammatory response.
To inquire into these mechanisms, this thesis aims to analyse whether chronic ethanol
consumption can cause changes in miRNAs in the cerebral cortex, regulating the expression of
proinflammatory genes associated with the TLR4 signalling pathway, and whether the use of
curcumin as a therapy it is able to reduce these effects. In addition, we will analyse if long-term
alcohol consumption can alter the intestinal microbiota, and the involvement of TLR4 in these
processes. Our results show that ethanol can alter the expression of different microRNAs that
regulate the expression of proinflammatory genes associated with the TLR4 pathway. The
absence of this receptor causes a different expression profile in both controls and chronic

alcoholic animals.

Taking into account our interest in seeking a possible therapy to alleviate the
neuroinflammation caused by ethanol, we have used BDMC, a curcuminoid with anti-
inflammatory and antioxidant activity, to ameliorate the damage caused by alcohol abuse. For
its administration, we propose its conjugation with a polypeptide that eliminates the traditional
problems associated with the use of these natural compounds, such as their short half-life and
low bioavailability, with no toxicity recorded. The use of this polymer in animals with chronic
ethanol consumption produces a decrease in inflammation, at both protein level and gene

expression.

Considering that another of the regions of the body most affected by alcohol is the
gastrointestinal tract, and that bacterial population can be modified in certain diseases or due to
harmful substances, producing dysbiosis, we have compared the effect of alcohol on the
bacterial population and the participation of the TLR4 receptor in these effects. Using gene
expression analysis, we confirm that intestinal tissue without TLR4 receptor show less changes
induced by the alcohol consumption. However, we have not found in these animals an increased
expression of proinflammatory genes which are observed in alcoholic treatments. In addition,
mice lacking this receptor have a unique intestinal microbiota, which is different from the
normal genotype animals, with their own changes in bacterial balance in response to alcohol
intake. This microbiota has less Gram - species and greater resistance to imbalance caused by

alcohol than its counterpart in WT mice.
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In general, the results of this thesis highlight the role of TLR4 in the alterations caused
by chronic alcohol consumption. We show that ethanol can cause changes at different levels,
such as regulation of miRNAs or intestinal microbiota, which largely depend on the TLR4
activation induced by ethanol. Therefore, herein we demonstrate the importance of the TLR4 to
the correct activity of several body organs, and we propose a possible treatment by inhibiting its

inflammatory cascade.
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1 Microbiota

1.1 ;Qué es la microbiota?

El tracto gastrointestinal humano es el habitat de un abundante nimero, tanto en
diversidad como en abundancia, de microorganismos que cumplen una actividad primordial en
la homeostasis del organismo. Este complejo ecosistema de especies, al que llamamos
microbiota intestinal, estd involucrado en funciones tan diversas como son la inmunidad, la
eficiencia energética, la sintesis de moléculas esenciales o incluso el estado emocional (Adak &
Khan, 2019; Belkaid & Harrison, 2017; Jandhyala et al., 2015; Kho & Lal, 2018). Sobre todo,
en las ultimas décadas cada vez mas estudios confirman la vinculacién entre la microbiota
intestinal y las enfermedades gastro- y extra-intestinales, incluyendo alteraciones del Sistema
Nervioso Central (SNC), donde se hace patente la comunicacioén bidireccional del SNC y la

microbiota intestinal (Salami, 2021; Tillisch, 2014).

(Pero quienes la forman? Pues trillones de células (Suau et al., 1999), mas que el
numero de células que forman los tejidos del resto del organismo. La mayoria pertenecen al
reino Bacteria, con especies en menor abundancia de los reinos Fungi (como Saccharomyces
(Kapitan, Niemiec, Steimle, Frick, & Jacobsen, 2019)) y Archaea (como Methanobrevibacter
(Nkamga, Henrissat, & Drancourt, 2017)), e incluso un viroma intestinal dominado por
bacteriofagos que dependen de la microbiota bacteriana para su replicacion (Scarpellini et al.,
2015). Es un ambiente dominado por las especies anaerdbicas, que conforman mas del 90% del
total de organismos, presentando también anaerdbicos facultativos y aerdbicos en menor
abundancia (Ramakrishna, 2007). Aunque se trata de un ecosistema diverso en especies, esto no
quiere decir que todas las especies se encuentren igualmente representadas. Aproximadamente
el 90% de todos los microorganismos de la microbiota humana pertenecen a los filos Firmicutes
y Bacteroidetes, con el género Clostridium representando el 95% de filo Firmicutes y estando
presente ya en los hospedadores a los tres meses del nacimiento (Ramakrishna, 2007), y los
géneros Bacteroides y Prevotella siendo los dominantes en el filo Bacteroidetes. En mucha
menor abundancia, pero también presentes en la microbiota, nos encontramos con los filos
Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria y Verrucomicrobia (Eckburg et al., 2005;
Rinninella et al., 2019). Debido a esta variedad tan amplia de especies, no es sorprendente que
la microbiota humana contenga entre 100 y 150 veces mas genes que el propio hospedador (Qin

etal., 2010).

La colonizacion microbiana del tracto gastrointestinal comienza en el mismo instante en

que el individuo nace, siendo un ambiente nuevo y estéril donde la comunidad de
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microorganismos se desarrollard de forma unica (Palmer, Bik, DiGiulio, Relman, & Brown,
2007). Durante los primeros meses la diversidad aumenta rapidamente, alcanzando la
microbiota un estado que podriamos considerar estable a la edad de 1-3 afos, a partir de este
periodo los cambios que desarrolla la microbiota ocurren a ritmos mas lentos que durante la
nifiez (Dominguez-Bello, Blaser, Ley, & Knight, 2011) y es menos susceptible a las

modificaciones.

Esta microbiota saludable funciona como otro 6rgano dentro del cuerpo del hospedador,
pero siendo al mismo tiempo un complejo ecosistema propio, donde cientos de especies deben
convivir con las células humanas y entre ellas mismas. Las funciones en las que participa este
conjunto de microorganismos pueden dividirse en: (1) metabolicas, mejorando la absorcion de
nutrientes, la extraccion de energia durante la digestion y aportando nuevas rutas bioquimicas y
metabolitos esenciales para el organismo; (2) protectoras, colaborando en el desarrollo del
sistema inmune (SI) tanto innato como adaptativo, y sirviendo de barrera frente a otras especies
patogénicas al ocupar su posible nicho; y finalmente (3) estructural regulando a las células

intestinales, sus uniones intercelulares y la produccion de mucosa (Pascale et al., 2018).

Siguiendo con lo que podriamos definir como una microbiota humana sana, los taxones
bacterianos principales y las rutas metabolicas que realizan son similares entre todos los
individuos, e incluso se ha teorizado la existencia de un nucleo bacteriano comun, una conjunto
de especies microbianas que estarian presentes en todos los humanos (Tap et al., 2009). En un
estudio realizado por (Qin et al., 2010), usando 124 muestras fecales de individuos europeos se
detectaron 18 especies en todos los individuos, 57 en >90% y 75 en>50% de los individuos.
Sin embargo, en el mismo estudio comprobaron que las 57 especies presentes en >90%
presentaban una variabilidad entre individuos de entre 2,19-12 veces. No existen dos individuos
con microbiotas idénticas en las especies que las componen, ni en sus abundancias, siendo tan
unicas y representativas como las huellas dactilares. Esto se debe en parte a que se ve
condicionada por multitud de factores, el mas relevante la dieta (Yadav, Verma, & Chauhan,
2018), pero también el uso de antibidticos o probidticos, la edad, el estrés, el genotipo del
hospedador o incluso el proceso del parto, favoreciendo todos ellos un perfil bacteriano
especifico (Backhed et al., 2012; Dominguez-Bello et al., 2011). Estas diferencias pueden
encontrarse no solo entre los individuos, sino que el propio tracto gastrointestinal, dentro del
mismo hospedador, contiene diferentes especies dependiendo de la region longitudinal o entre el
epitelio y la luz intestinal (Dieterich, Schink, & Zopf, 2018). Las concentraciones bacterianas
también varian, debido a distintos factores como la absorcion de agua, el crecimiento bacteriano
o el desprendimiento de bacterias desde la superficie mucosa, con una mayor concentracion de

organismos en el ciego, al principio del colon ascendente, ~10'! bacteria/ml, y la menor en el
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estomago y la parte superior del intestino delgado, 103-10* bacteria/ml (Sender, Fuchs, & Milo,
2016).

1.2 Interaccion con el hospedador

Resulta imposible pensar que el gran nimero de especies y microorganismos que
existen dentro del tracto gastrointestinal no interactiien con su hospedador, desarrollando una
relacion simbidtica donde complementan el metabolismo del anfitrion, o incluso desarrollan
rutas metabolicas nuevas. Su actividad bioquimica esta relacionada con toda la nutricion del
organismo. La microbiota estd involucrada con extraccion de energia de los alimentos y su
almacenamiento en el organismo (lo que resulta perjudicial en algunos paises al ser un factor de
obesidad) (Béackhed et al., 2004). Producen nutrientes que el organismo humano es incapaz de
sintetizar por si mismo, como son la mayoria de las vitaminas hidrosolubles (biotina, piridoxina,
riboflavina, tiamina, acido pantoténico o folato) (Said, 2011) o acidos grasos de cadena corta
(SCFA, por sus siglas en inglés), como son el acetato, propionato y butirato, este ultimo la
principal fuente energética de los colonocitos (figura 1) y con actividad anti-inflamatoria
(Holmes et al., 2020).Estos microorganismos estan involucrados tanto en el anabolismo, como
en el catabolismo de aminoacidos dispensables e indispensables, degradando polisacaridos que
los mamiferos no pueden digerir (Hooper, Midwedt, & Gordon, 2002) y estimulando la
absorcion y retencion de distintos componentes, como algunos minerales (Nicholson et al.,
2012; Scholz-Ahrens, Schaafsma, Van den Heuvel, & Schrezenmeir, 2001). Muchos de los
productos bacterianos son considerados metabolitos similares a las hormonas (Clarke et al.,
2014) y a los neurotransmisores, o directamente son la misma molécula, como es el caso de la
produccion de serotonina, con la capacidad de modular el sistema nervioso entérico (SNE) (De
Vadder et al., 2018) y catecolaminas, como la dopamina y la norepinefrina, con actividad pro-

absortiva entre otras (Asano et al., 2012).
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Figura 1. Los SCFAs son absorbidos por los colonocitos y oxidados a CO2 para producir energia. Los

no metabolizados llegan al higado a través de la circulacion portal hepatica donde se usan tanto para
obtener energia como en biosintesis. Los SCFAs que no son utilizados en el higado pasaran
finalmente a la circulacion sistémica. Imagen modificada de (Dalile, Van Oudenhove, Vervliet, &

Verbeke, 2019).

La microbiota intestinal también desempefia un papel crucial en la inmunidad y frente a
las infecciones patogénicas. Su efecto protector se puede dividir en varios apartados principales:
la competicion por nutrientes limitados, causando la muerte por inanicion de especies
infecciosas rivales (Leatham et al., 2009), la produccion de bactericidas (Hammami, Fernandez,
Lacroix, & Fliss, 2013) u otros metabolitos que afectan negativamente a especies patogénicas
(Gantois et al., 2006), y la estimulacion y desarrollo del sistema inmune (Kamada, Chen,
Inohara, & Nufnez, 2013; Kamada, Seo, Chen, & Nuifiez, 2013; Vaishnava, Behrendt, Ismail,
Eckmann, & Hooper, 2008), con la induccion de interleucinas como son 1L-22, [L-14 o IL-10, y
la activacion del inflamasoma (H.-Y. Cheng, Ning, Chen, & Ma, 2019). Por ejemplo, (Resta-
Lenert & Barrett, 2003) mostraron que la presencia de especies probioticas, como Streptococcus
thermophilus o Lactobacillus acidophilus, eran capaces de limitar el dafio causado a las células

del epitelio intestinal por una cepa enteroinvasiva de Escherichia coli.

1.3 Eje Microbiota-Intestino-Cerebro

Aunque durante miles de afios diversos estudiosos habian hipotetizado una relacion
entre los sistemas digestivo y nervioso, la confirmacion del llamado eje intestino-cerebro no

surgié hasta 1902, cuando Ivan Pavlov demostrdé la existencia de una fase cefalica en la
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digestion. En dicha fase, el sistema nervioso provocaba secreciones gastricas y pancreaticas a
partir de estimulos visuales, auditivos u olfatorios (Pavlov & Thompson, 1902). En las ultimas
décadas, este eje ha tenido que ampliarse para convertirse en el eje microbiota-intestino-cerebro.
La clave definitiva ha sido principalmente los estudios usando animales germ-free (GF) o
axénicos, animales que no presentan ningun microorganismo viviendo dentro o sobre ellos, al
menos que puedan ser detectados por los métodos actuales, siendo por lo demas, idénticos a los
demds animales usados en dichos estudios (K. Smith, McCoy, & Macpherson, 2007). No es
sorpresa que la mayor parte de estas diferencias sean a nivel del aparato digestivo, desde
alteraciones en la arquitectura intestinal, como la acumulacion de moco (Gustafsson, Midtvedt,
& Strandberg, 1970), una menor movilidad intestinal (Strandberg, Sedvall, Midtvedt, &
Gustafsson, 1966) y hasta una disminucion tanto en numero como actividad de linfocitos
intraepiteliales (Imaoka, Matsumoto, Setoyama, Okada, & Umesaki, 1996). Sin embargo, el
SNC también se ve perjudicado por esta ausencia de organismos. Por ejemplo, los individuos
GF presentan una mayor permeabilidad en la barrera hematoencefalica (BHE), que se recupera
al introducirles en el tracto gastrointestinal una microbiota libre de patdégenos (Braniste et al.,
2014), y una mayor sensibilidad al estrés del eje hipotalamico-pituitario-adrenal, observandose
niveles reducidos de BDNF en hipocampo y corteza cerebral (Nobuyuki Sudo et al., 2004). Se
ha comprobado a su vez, que ratones GF de nacimiento presentan un comportamiento y una
bioquimica nerviosa mas similar a los ratones normales si se les incorpora una microbiota

durante su juventud (Bercik et al., 2011).

Un segundo ejemplo de la existencia de este eje es el hecho de que el tratamiento con
cepas bacterianas concretas causa alteraciones en el SNC, como es el caso de probidticos como
Bifidobacterium infantis, que ejerce resultados positivos en trastornos mentales (Desbonnet et
al.,, 2010), o Campylobacter jejuni que provoca alteraciones en el sistema nervioso y el
comportamiento, reflejado en mayores niveles de ansiedad, sin que hubiera una respuesta del
sistema inmune (Lyte, Varcoe, & Bailey, 1998). Aunque desarrollar humanos GF seria una
cuestion de dudosa ética, hay registrados casos en los que la administracion de antibidticos a
pacientes ha desembocado en desdrdenes mentales, donde la desaparicion de la microbiota por

el tratamiento puede haber sido una posible causa (Mehdi, 2010).

Una vez confirmada esta comunicacion, ;jcomo se produce? Las principales rutas que
permiten este intercambio de informacion entre el cerebro y la microbiota intestinal se pueden

clasificar en (Cryan et al., 2019):

- El Sistema Nervioso Auténomo (SNA), destacando el nervio vago y el SNE. El
nervio vago en el intestino regula la contraccion del musculo liso y la secrecion glandular,

comunica informacion sensorial al cerebro y es complice en trastornos psiquiatricos (Breit,
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Kupferberg, Rogler, & Hasler, 2018). Se considera que algunas especies bacterianas son
capaces de interactuar con la sefializacion vagal a través de los receptores del nervio vago, tanto
los mecanorreceptores (modificando la actividad contractil) como los quimiorreceptores
(produciendo sustancias como los SCFAs o colecistoquinina) (Forsythe, Bienenstock, & Kunze,
2014). Esta comunicacion ya ha sido demostrada en casos concretos, por ejemplo, Lactobacillus
rhamnosus es una bacteria probiodtica que modula el sistema GABAérgico de forma beneficiosa
en individuos con conductas depresivas y ansiosas, usando el nervio vago como principal canal
modulador entre ella y el SNC (Bravo et al., 2011). Por otro lado, un estudio desarrollado por
otro laboratorio demostré que el trasplante de microbiota fecal era capaz de aliviar la
encefalopatia séptica, a través del nervio vago (Li et al., 2018). Ademads, el SNE es un
componente tnico dentro del SNA, poseyendo microcircuitos con propiedades, tanto sensoriales
como motoras, que le capacitan para mediar las respuestas gastrointestinales
independientemente del SNC, lo que no impide que los cambios neuronales en uno de los dos
sistemas puedan manifestarse en el otro, debido a las interacciones que mantienen (Endres &

Schéfer, 2018; Rao & Gershon, 2016) .

- Las células enteroendocrinas (ECCs, por sus siglas en inglés) engloban un tipo
especializado de células epiteliales con una abundante variedad de quimiorreceptores y la
capacidad de liberar un amplio catilogo de moléculas con distintas funciones. Aunque son
menos del 1% de toda la poblacion epitelial del tracto digestivo, debido a la enorme superficie
del intestino representan el mayor 6rgano endocrino del cuerpo humano (Sternini, Anselmi, &
Rozengurt, 2008). Estas células expresan desde receptores Toll-like hasta receptores acoplados
a proteinas G, o incluso receptores del gusto, que responden a los metabolitos producidos por
las bacterias intestinales (Y. Yu, Yang, Li, & Cong, 2020). No solo las diferentes ECCs
presentan receptores distintos entre si, sino que también difiere la produccion de hormonas que
sintetizan a lo largo del intestino, dependiendo de la célula y el receptor estimulado (Roberts et
al., 2019), funcionando al mismo tiempo como intermediarias y mensajeras entre el interior del
aparato digestivo, y las neuronas aferentes intrinsecas primarias y las neuronas aferentes vagales
(Mayer, 2011). Se ha encontrado que las ECCs en peces cebra cambian con dietas ricas en
grasa, para reducir la sensibilidad a los nutrientes, pero curiosamente esta adaptacion requiere la
presencia de una microbiota (L. Ye et al., 2019), y taxones bacterianos especificos que podrian
promover dicha adaptacion. También se ha demostrado que la microbiota promueve la
produccion de serotonina en ECCs, a través de la actividad estimulatoria de SCFAs,

concretamente de acetato y butirato (Reigstad et al., 2015).

- El (eje HPA), la principal estructura anatomica que controla la respuesta al estrés esta

eje hipotalamico-pituitario-adrenal constituida por el nicleo paraventricular del hipotalamo,
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el 16bulo anterior de la glandula pituitaria o hipofisis y la glandula adrenal (S. M. Smith & Vale,
2006). Un funcionamiento erréneo en este eje desemboca en diversas enfermedades, y es comun
en los trastornos gastrointestinales (Chrousos, 2009). Se ha comprobado que la respuesta del eje
HPA al estrés estd influenciada por la microbiota. Sin embargo, dicha influencia es altamente
dependiente de la especie, e incluso de la cepa bacteriana, y puede ser tanto anti-estrés como
pro-estrés (N. Sudo, 2016), en un mecanismo que se sospecha relacionado, de nuevo, con los

SCFAs.

- El sistema inmune, del que hablaremos mas ampliamente en el siguiente apartado.

Las rutas se han resumido en la figura 2.
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Figura 2: Principales rutas de comunicacion en el eje Microbiota-Intestino-Cerebro.
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1.4 Sistema inmune en el intestino: GALT

La superficie interna del intestino esta formada por una sola capa de células epiteliales,
cubiertas por una mucosa permeable para permitir el intercambio de nutrientes. Esta superficie
ocupa aproximadamente 250-400 m?, la segunda mas extensa del organismo tras la piel, y a lo
largo de una vida media pasan por ella unas 60 toneladas de alimentos (Thursby & Juge, 2017),
haciendo del intestino un tejido vulnerable y expuesto a los patdégenos. Por todo esto, el tejido
linfoide asociado al intestino, GALT, es tnico dentro del individuo. El GALT es la mayor masa
de tejido linfoide en el organismo (Salminen et al., 1998), produciendo aproximadamente el
60% del total de inmunoglobulinas del cuerpo y conteniendo el 70-80% de todos los linfocitos
B maduros (Brandtzaeg et al., 1989). Junto a la lamina propia y el epitelio, la estructura mas
caracteristica del GALT son las placas de Peyer, foliculos linfoides localizados en la mucosa
que no solo eliminan los patdgenos presentes en el intestino, sino que también median en el
equilibrio entre las especies que forman la microbiota (Shi, Li, Duan, & Niu, 2017). ;Pero como
existir este equilibrio entre las especies “positivas” y las “negativas”? Podriamos considerar que
la diferencia entre una bacteria comensal y una patogénica es el “objetivo” de su interaccion con
el hospedador y el resultado que esperan obtener. Los microorganismos patogénicos del
intestino realizan procesos infecciosos, que normalmente comienzan con su capacidad para
adherirse a la superficie en forma de cepillo de las células intestinales, y causar dafio en el
epitelio (Magalhaes, Tattoli, & Girardin, 2007). Otra caracteristica que los distingue de los
comensales habituales es la presencia en su genoma de las llamadas “islas de patogenicidad”,
regiones especificas en sus cromosomas que contienen genes de virulencia que no se encuentran
en las cepas comensales o estan en mucha menor cantidad (Sabaté, Moreno, Pérez, Andreu, &
Prats, 2006). Aunque ambos tipos de bacterias interaccionan con el tejido intestinal y el sistema
inmune, los microorganismos bacterianos son necesarios en la modulacion de la homeostasis
(Tien et al., 2006) y colaboran con el tejido de la region (Rakoff-Nahoum, Paglino, Eslami-
Varzaneh, Edberg, & Medzhitov, 2004), mientras que los patogénicos parasitan al hospedador y
perjudican su correcto funcionamiento (Cossart & Sansonetti, 2004). El sistema inmune innato
(SII) no tiene métodos especificos para poder distinguir si uno de estos organismos es positivo o
negativo para el organismo, basando su respuesta a que, si un cuerpo extrafio penetra el epitelio
y es reconocido por un componente inmune, se genera automaticamente una respuesta

defensiva.

El sistema inmune, tanto innato como adaptativo, debido a su fuerte interaccién con los
microorganismos del tracto digestivo, es posiblemente la mayor fuente de comunicacion entre la
microbiota y el SNC. En la década de los 70 se demostrd que la produccion de anticuerpos en

respuesta a la inyeccion de antigenos causaba un incremento de la actividad del eje HPA y de
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los niveles de corticosterona en suero, con efectos inmunosupresores (Besedovsky, Sorkin,
Keller, & Muller, 1975). Afios mas tarde fue confirmada la correlacion inversa entre los niveles
de corticosterona en sangre y la produccion de inmunoglobulinas por células secretoras del bazo
(del Rey, Besedovsky, & Sorkin, 1984), lo que se considera uno de los primeros resultados en
vincular una regulacion directa entre los sistemas inmune y nervioso. Esta comunicacion del
sistema inmune al cerebro se realiza mediante citoquinas, a través de nervios aferentes o
cruzando la BHE (Dantzer, 2018). Alteraciones en el sistema inmune inducidas por la
microbiota intestinal serian reflejadas en las citoquinas que usan las células inmunes para
comunicarse, que a su vez repercutirian en otras rutas, incluyendo las ya citadas anteriormente,
como el eje HPA (Besedovsky et al., 1975; del Rey et al., 1984) o el nervio vago (Bluthé,
Michaud, Kelley, & Dantzer, 1996), conllevando a cambios en el SNC e incluso en el

comportamiento del individuo (Dantzer, 2001).

1.5 Receptores Tipo-Toll (TLRs)

Dentro del sistema inmune, la principal relacion del organismo con la microbiota es a
través del SII, el cual representa la primera linea de defensa inespecifica contra los
microorganismos presentes en el intestino. Debido a su incapacidad de generar una memoria
inmunitaria a nivel del sistema inmune adaptativo, el SII debe recurrir a otros métodos, como
son los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs, por sus siglas en ingles), capaces de
detectar patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPs, por sus siglas en ingles). El
reconocimiento de PAMPs por parte de los PRRs activa una serie de respuestas antimicrobianas
que posteriormente llevan a su vez al desarrollo de la inmunidad adaptativa con memoria y

especifica, a través de linfocitos B y T (Kumar, Kawai, & Akira, 2011).

La idea de la existencia de los PRRs se remonta a 1989, cuando Charles Janeway Jr.
propuso la existencia de una serie de receptores expresados por las células del SII que tendrian
la capacidad de detectar compuestos de origen microbiano que estuvieran conservados en la
evolucion (Janeway, 1989). El tiempo no solo confirmé su existencia, sino que demostro la
inmensa importancia de estos PRRs, que se han encontrado asociados a multitud de
compartimentos subcelulares, e incluso secretados extracelularmente. En la actualidad se
dividen en cuatro familias (tabla 1): dos familias citoplasmicas, los nucleotide-binding
oligomerization domain (NOD)-like receptors (NLRs) y los retinoic acid-inducible gene 1
(RIG-1) -like receptors (RLRs), y dos familias unidas a membranas, los C-type lectin receptors
(CLRs) y los Toll-like receptors (TLRs) (Amarante-Mendes et al., 2018). A lo largo de esta

tesis nos centraremos en los TLRs y, especificamente, en el TLR4.
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Tabla 1: Las familias de PRRs. Tabla extraida y modificada de (Brubaker, Bonham,
Zanoni, & Kagan, 2015).

Familia Miembros Dominios Localizacion de los receptores
compartidos
TLR 1-10 en humanos, 1-9y 11-13 LRR, TIR Superficie celular, compartimentos
en ratén endosomales
CLR Dectin-1, Dectin-2, ... etc. C-type lectin Superficie celular
NLR NOD1 (NLRCI1), NOD2 Nucleotide Citoplasma, asociados a la membrana
(NLRC2), NLRC3-5, NLRP1-9 binding, LRR endosomal, NLRX1 puede encontrarse
y 11-14, NAIP1, -2, -5, -6 en la mitocondria
RLR RIG-I, MDAS, LGP2 DExD/H Citoplasma
helicasa

Los TLRs fueron los primeros y mejor caracterizados de los PRRs. Su nombre proviene
de su similitud con la proteina codificada por el gen To// identificada en Drosophila en 1985
(Hashimoto, Hudson, & Anderson, 1988). En 1996 se encontrd el primer homoélogo en humanos
a los TLRs encontrados en mosca, identificado inicialmente como TIL y al que se le conoce en
la actualidad como TLR1 (Taguchi, Mitcham, Dower, Sims, & Testa, 1996). Al afio siguiente
fue localizado el TLR4 y se demostro su capacidad para inducir la actividad del factor de
transcripcion nuclear kappa B (NF-kB) (Medzhitov, Preston-Hurlburt, & Janeway, 1997),
vinculandose por primera vez los TLRs con el SII. En la actualidad estos dos TLRs iniciales ya
forman parte de una familia con 10 TLRs en humanos (TLR1-TLR10) y 12 en ratones (TLR1-
TLRY, TLR11-TLR13). Los ratones presentan los TLRs 11, 12 y 13 que no se encuentran en
humanos, aunque carecen del gen para el TLR10, el unico que exhibe actividad anti-
inflamatoria dentro de la familia (Fore, Indriputri, Mamutse, & Nugraha, 2020). Basandose en
su posicion en la célula, ya sea en su superficie o en su interior, los TLRs suelen dividirse en
dos subfamilias, estando en el exterior celular los TLR1, TLR2, TLR4, TLRS, TLR6 y TLR10,
y en el interior celular, restringidos al endosoma, los TLR3, TLR7, TLR8, TLRY, TLR11,
TLR12 y TLR13 (Kawasaki & Kawai, 2014) (figura 3). Todos los TLRs estan compuestos de
tres regiones bien definidas: un ectodominio con repeticiones ricas en leucina (LRRs) y
estructura en forma de herradura, que realiza el reconocimiento con el PAMP objetivo, un
dominio transmembrana y un dominio citoplasmatico Toll/receptor IL-1 (TIR), encargado de
iniciar la cascada de sefalizacion, reclutando proteinas con el dominio TIR, como MyD88 y
TRIF, que desemboca normalmente en la activacion de los factores de transcripcion NF-xB y la
proteina activadora 1 (AP-1), y que conducen a la respuesta inflamatoria (Kawasaki & Kawai,
2014). Ambos factores de transcripcion trabajan cooperativamente (Fujioka et al., 2004) en la

expresion de citocinas proinflamatorias (Ji, He, Regev, & Struhl, 2019). MyD88 es un
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adaptador central compartido por la mayoria de TLRs y los conecta al resto de la cascada
molecular, formando el complejo MyD88-IRAK-4, que empieza una cadena de fosforilacion de
diversas proteinas hasta llevar a la translocacion de NF-xB y AP-1 al nucleo celular para
realizar su actividad. Esta via es conocida como la via dependiente de MyD88. TLR3, y TLR4
en ocasiones, utilizan en su lugar a TRIF como adaptador, que lleva también a la translocacion
final de NF-xB y AP-1 al nucleo. A esta ruta se la conoce como via independiente de MyD88 o
via dependiente de TRIF. Aunque esta ruta es mas lenta que la anterior, la activacion de TRIF
induce la respuesta del factor de transcripcion IRF3 y la produccion de interferones (figura 3)

(Kawai & Akira, 2006; C. Zheng, Chen, Chu, Zhu, & Jin, 2020).

LPS. f lagelina
DAMPs DAMPs
(HMGB1, (HMGB1
HSP, AB) HSP, A)

DAMPs
(HMGB1, A)

CpG DNA,
DAMPs (HMGB1,
DNAs)

Desconocido

Citoplasma

Citoquinas
proinflamatorias

Figura 3: Localizacion y rutas de sefializacion de los TLRs en humano. Los TLR1, TLR2, TLR4,
TLRS, TLR6 y TLR10 se encuentran en la membrana celular con el receptor en el exterior, mientras

que TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9 son citosolicos. Imagen modificada de (Maria Pascual et al., 2021).
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1.6 El receptor TLR4

Dentro de la familia de los TLRs, quizas sea el TLR4 el mas estudiado y caracterizado.
Como el resto de la familia, reconoce diferentes PAMPs que conllevan a la activacion de una
cascada molecular hasta generar una respuesta inflamatoria. En el caso del TLR4, su agonista
principal es el lipopolisacarido bacteriano o LPS (Vaure & Liu, 2014), aunque también
reacciona frente a motivos viricos o incluso productos vegetales como el paclitaxel (Rajput,
Volk-Draper, & Ran, 2013), siendo el TLR en humanos con mayor cantidad de agonistas
conocidos (Brubaker et al., 2015; L. Yu, Wang, & Chen, 2010). Asimismo, se ha demostrado
que patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs, por sus siglas en ingles), compuestos
enddgenos liberados por las células en condiciones de peligro o dafio (Tang, Kang, Coyne, Zeh,
& Lotze, 2012), pueden ser reconocidos por el TLR4, como son el acido hialurénico o la
proteina HMGBI1 (Ciesielska, Matyjek, & Kwiatkowska, 2020). Su importancia es tal, que no
solo se encuentra presente en las caracteristicas células del sistema inmune, como son los
macrofagos y las células dendriticas, sino que el TLR4 ha sido identificado en multitud de tipos
celulares no pertenecientes al SII, como son las células endoteliales, miocitos, células tiroides,
endometriales, adipocitos, células  del pancreas (Garay-Malpartida et al., 2011) y epitelio
intestinal (Dheer et al., 2016). Tanto su funcién bioldgica bésica (respuesta inmune y
proinflamatoria) como su via de sefializacion estdn muy conservadas dentro de los mamiferos

(Rehli, 2002), lo que es un indicador de su relevancia para el organismo.

La estimulacion de la célula por el LPS no ocurre por la unién tnica con el TLR4, sino
que requiere la participacion de al menos cuatro moléculas: TLR4, MD-2, CD14 y la proteina
de union al LPS (LBP, por sus siglas en inglés) (Miyake, 2007). Mas concretamente, el
complejo receptor consistiria en el TLR4 y el MD-2, mientras que el LBP cataliza la
transferencia del LPS de la membrana externa de las bacterias Gram — hasta el CD14, quien a su
vez uniria el lipopolisacarido con el complejo receptor (Miyake, 2007). Una vez el TLR4 es
activado por su agonista, sucede una oligomerizacion y recluta a sus adaptadores mediante
interacciones con el dominio TIR. Se conocen cinco proteinas adaptadoras con dominio TIR,
que son MyD88, TIRAP, TRIF, TRAM y SARM, y es interesante saber que el TLR4 es el tinico
de la familia TLR capaz de utilizar todas estas proteinas (Lu, Yeh, & Ohashi, 2008) (figura 3).

La situacion de este receptor en el intestino es excepcional en comparacion con el resto
del organismo. A pesar de la elevada densidad de bacterias, y por tanto de LPS, en condiciones
normales no hay un estado inflamatorio cronico que seria esperable. El TLR4 expresado por las
células del intestino epitelial tiene una respuesta menor al de otros tejidos (Abreu et al., 2002).

Esto se debe a que las células del intestino, no solo las epiteliales, desarrollan a lo largo de la
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maduracion del individuo una tolerancia unica a la presencia del LPS. Estudios in vitro con
células del sistema inmune, como los macrofagos periféricos, mostraron que tras expuestos al
LPS, en exposiciones posteriores presentaban una disminucion en la liberacién de citocinas
inflamatorias. Los mecanismos para limitar la respuesta al LPS no son comunes entre las
células, sino que los distintos tipos celulares desarrollan estrategias diferentes, ya que los
mencionados macrofagos periféricos regulan a la baja el TLR4, mientras que los monocitos
regulan a la baja las proteinas IRAK y reducen el reclutamiento de la molécula adaptadora
MyD88 (Abreu et al., 2001). Mutaciones en el gen del TLR4 también modifican su respuesta
frente al LPS (Arbour et al., 2000). Aun asi, esta tolerancia no es inalterable, siendo el TLR4
uno de los principales responsables de la inflamacidon crénica en el tracto gastrointestinal

(Hausmann et al., 2002; J. C. L. Singh et al., 2005).

1.7 Cuando falla el equilibrio: disbiosis

Con un equilibrio tan complejo y tantos factores involucrados, no es de extrafiar que
esta homeostasis pueda ser rota, un suceso llamado disbiosis, que se caracteriza por la pérdida
de microorganismos beneficiosos, la aparicion y/o incremento de microorganismos patdgenos,
y/o la disminucion de la biodiversidad microbiana (Carding, Verbeke, Vipond, Corfe, & Owen,
2015), sucesos que no son excluyentes entre si. En los casos graves se desencadenan
alteraciones en la barrera mucosa y un aumento de la permeabilidad del epitelio intestinal (el
llamado “leaky gut”), debido principalmente a la ruptura de las uniones estrechas entre las
células (Kinashi & Hase, 2021). Estos efectos conllevan a un incremento en la translocacion de
las bacterias y sus componentes a la circulacién sistémica, destacando el LPS, con la
subsecuente activacion del sistema inmune y el estado inflamatorio, que conduciria a un bucle

donde va en aumento el dafio al tejido (figura 4) (Schippa & Conte, 2014).
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Figura 4: Evolucion del estado de disbiosis. Imagen modificada de (Kinashi & Hase, 2021).

Las enfermedades provenientes o en las que la disbiosis es un factor de riesgo no son
unicamente del tracto gastrointestinal, como las enfermedades inflamatorias intestinales
(Tamboli, Neut, Desreumaux, & Colombel, 2004), o el cancer colorrectal (Sanchez-Alcoholado
et al., 2020). Otros trastornos extra-intestinales se han visto relacionados con la disbiosis, como
son el cancer de pecho y hepatico (Zitvogel et al., 2015), la diabetes tipo 1 (Han et al., 2018) y 2
(Gurung et al., 2020), enfermedades cardiovasculares (J. Ma & Li, 2018) y desordenes
psiquiatricos (Moos et al., 2016). Es importante tener en cuenta que en estas enfermedades la

actividad del sistema inmune y la presencia de la inflamacion suelen jugar un papel importante.

Los antibioticos son la principal causa de disbiosis en la microbiota normal en las
sociedades modernas (Ramirez et al., 2020). La capacidad del antibidtico para alterar la
microbiota intestinal no es comun a todos, sino que depende de su espectro de actividad
(cuantos més organismos sean capaces de afectar, mayor sera su efecto), la farmacocinética, las
dosis usadas y el tiempo que sea administrado. Mayores dosis, durante un tiempo maés
prolongado, tienen mayores impactos en los microorganismos intestinales. También se ha visto
una correlacion con la absorcion del farmaco, en donde antibidticos con peor captacion
intestinal, y que por tanto permanecen en mayor cantidad a lo largo del tubo intestinal, tienen

mayores efectos en la microbiota. Una vez los tratamientos con agentes antimicrobianos
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finalizan, la microbiota se recupera con una abundancia de especies bacterianas similar a la
previa a la administracion de los farmacos (lo que podriamos considerar como su ntucleo
bacteriano, mencionado anteriormente) pero conservando modificaciones residuales con riesgo
patogénico (Croswell, Amir, Teggatz, Barman, & Salzman, 2009). El dafio sobre las especies
bacterianas tampoco es homogéneo, siendo el filo Firmicutes, un filo Gram +, el mas
susceptible al tratamiento con antibioticos (Croswell et al., 2009), lo que puede llevar al
aumento de poblaciones Gram —y de la presencia de LPS en el futuro. El uso de los antibioticos
se ha visto asociado con diarrea, infeccion por Clostridium difficile y, durante la infancia,
problemas en el desarrollo de una microbiota sana que desembocaba en enfermedades

inflamatorias intestinales (Ramirez et al., 2020).

Siendo la dieta el principal factor que condiciona la microbiota, es también una causa
habitual de disbiosis. Es sabido que cambios rapidos en la dieta de los individuos se reflejan en
su microbiota, desplazando aquellas especies menos adaptadas asociadas a modificaciones en
los macronutrientes ingeridos, por otros organismos que se ven beneficiados en el cambio
(David et al., 2014). Dietas ricas en grasas originan una microbiota con elevada presencia de
LPS, que alcanza el torrente sanguineo y provoca endotoxemia metabdlica, con riesgo de
diabetes y otros desordenes relacionados (Cani et al., 2007). En la llamada “dieta occidental”,
una dieta con exceso de grasas y azucares refinados y baja cantidad de fibra y vitaminas, se ha
comprobado que la microbiota originada es en parte responsable de la obesidad en los
individuos (Turnbaugh, Biackhed, Fulton, & Gordon, 2008). Precisamente uno de los elementos
mas unidos a la dieta del ser humano, el alcohol, es también un reconocido causante de

disbiosis, y lo desarrollaremos en el siguiente apartado.

1.8 Etanol y microbiota

El etanol, término que usaremos como sinénimo de alcohol a lo largo de esta tesis, es un
compuesto organico de formula C,HsO, en concreto un hidrocarburos alifatico que posee un
grupo hidroxilo unido. En condiciones ambientales, es un liquido incoloro, volatil ¢ inflamable,
considerado una droga recreativa y psicoactiva y el ingrediente que da su nombre a las bebidas
alcohdlicas. Como curiosidad, hasta el momento no se ha encontrado ningun tejido o funcién
biologica que sea beneficiado por el consumo de etanol, en cualquier cantidad, y la microbiota

no es la excepcion a esta regla.

El consumo de etanol como responsable de disbiosis y del sobrecrecimiento de las bacterias
intestinales tanto en humanos como en roedores es un hecho demostrado por multitud de

estudios (Bull-Otterson et al., 2013; Engen, Green, Voigt, Forsyth, & Keshavarzian, 2015;
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Mutlu et al., 2012; Yan et al., 2011). Ademas, la disbiosis ocasionada por el consumo cronico
de alcohol se prolonga en el tiempo, presentando la misma disbiosis en la microbiota asociada a
la mucosa, tanto en los alcohdlicos activos como en aquellos que llevan un periodo extenso de
sobriedad (Mutlu et al., 2012). También tiene la capacidad de causar por si mismo un aumento
de la permeabilidad intestinal, el “leaky gut” mencionado anteriormente (Bishehsari et al.,
2017). De hecho, el aumento de la translocacién bacteriana es uno de los primeros efectos
negativos ocasionados, incluso anterior a cambios significativos en la microbiota (Yan et al.,

2011).

En el caso del consumo de alcohol, a la disbiosis asociada se le afladen los efectos toxicos
del etanol, como el malfuncionamiento de la barrera intestinal (Bull-Otterson et al., 2013) o las
alteraciones en el sistema inmune (Yan et al., 2011), multiplicandose el dafio. Los efectos
toxicos del etanol se ven aumentados por la alteracion negativa de la actividad de la microbiota.
Este efecto se puede observar en las lesiones hepaticas inducidas por el alcohol, correlacionadas
también con la actividad del sistema inmune y la concentracion de endotoxinas en el plasma, y
en las que el tratamiento con antibidticos reduce el deterioro (Adachi, Moore, Bradford, Gao, &
Thurman, 1995; Enomoto et al., 1999). El “leaky gut” y la endotoxemia mediados por el etanol
son responsables de otros trastornos mas graves como la esteatohepatitis alcohdlica, cuando
estos no son tratados (Keshavarzian et al., 2009). Antes de terminar, comentar sin embargo que,
aunque la microbiota es parte del problema en el dafio por el consumo de etanol, no puede
menospreciarse su utilidad como parte de la solucion. Se ha demostrado que los cambios en la
microbiota asociados con el abuso debido al alcohol, como en la enfermedad hepatica
alcoholica, pueden ser prevenidos en ratones tras la administracion del probiodtico Lactobacillus

rhamnosus GG (Bull-Otterson et al., 2013).

2 MicroARNs

MicroARNs (miARNSs) es el término usado para referirse a moléculas de ARN de pequefio
tamafio, ~22 nucle6tidos, que tienen la capacidad de regular la expresion de otros genes
mediante su interaccion con el ARN mensajero (ARNm) (Bartel, 2018). Esta regulacion suele
ser mediante una represion de la traduccion del ARNm, mayoritariamente impidiendo que
comience, aunque en algunos casos puede reprimirla después de ser iniciada; o por degradacion
controlada del ARNm. El mecanismo de accidén consiste, en la mayoria de los casos, en una
desadenilacion del ARNm debida a la union del miARN desencadenando la degradacion del
mensajero de 5'-a-3' (Huntzinger & Izaurralde, 2011). Estos mecanismos de degradacion son

mas frecuentes que los de represion de la traslacion (Huntzinger & Izaurralde, 2011). Aunque
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ocurre con menos frecuencia, se ha comprobado que los miARNSs, en situaciones concretas,
pueden tener efectos en el aumento de la expresion génica en sus ARNm objetivos, e incluso en
los mismos miARN-ARNm la actividad puede ser positiva o negativa dependiendo de las

condiciones (Orang, Safaralizadeh, & Kazemzadeh-Bavili, 2014).

La primera vez que se registra la existencia y funcionamiento de los miARNs fue en 1993,
por Lee y colaboradores, cuando observaron que el gen lin-4 en C. elegans no codificaba una
proteina, sino un transcripto con secuencias complementarias al ARNm del gen lin-14, y
sugirieron que era capaz de regularlo mediante una interaccion ARN-ARN antisentido (R. C.
Lee, Feinbaum, & Ambros, 1993). Posteriormente, en el mismo organismo, se encontrd que el
gen let-7 codificaba un ARN de 21 nucleotidos que era complementario a elementos de los
genes lin-14, 1in-28, lin-41, lin-42 y daf-12, estipulando que let-7 podria regularlos
temporalmente (Reinhart et al., 2000).

La mayoria de los miARNS se sintetizan a partir de hebras de ARN mas largo, bicatenarias,
que se escinden secuencialmente en fragmentos mas cortos por enzimas ribonucleasa III
(ARNasa) especializadas, con ayuda de proteinas de unién al ARN bicatenario especificas
(figura 6). La ARN polimerasa Il produce estas largas secuencias iniciales llamadas pri-
miARNSs. Drosha, la ARNasa III de los mamiferos, interacciona con DGCRS, su proteina de
union al ARN, para formar un complejo que escinde esta primera secuencia en varios pre-
miARNs (que un solo pri-miARN de lugar a varios pre-miARNs permitiendo la expresion de
distintos miARNSs de forma simultanea que actuaran de forma coordinada en un solo proceso).
Un receptor y transportador nuclear, la exportina-5 (XPOS5), reconoce los extremos y exporta los
pre-miARNSs del nicleo al citosol, a través de nucleoporos. En el citosol una segunda ARNasa
I, Dicer-1, corta el pre-miARN para formar un mi-ARN-miARN diplex de ~22 nucleétidos.
De la misma forma que Drosha se une a DGCRS, Dicer-1 tiene dos proteinas de union al ARN
que participan en la especificidad y la zona de corte del enzima. Como dato, existe otra enzima
llamada Dicer-2 que se encarga de generar los ARNip. Una de las dos hebras del duplex de
miARN tendrd la funcion de guiar a las proteinas AGO, formando el complejo de
silenciamiento inducido por ARN (RISC, por sus siglas en inglés) hasta el ARNm objetivo, que
debe ser complementario con una regiéon del miARN de 6-8 nucledtidos conocida como la
“region semilla”, mientras que la otra serd degradada (Ameres & Zamore, 2013) (figura 5).
Debido al pequefio tamafio de la region semilla, un ARNm puede ser modulado por multiples
miARNs (Ni & Leng, 2015; S. Wu et al., 2010), y el mismo miARN puede actuar sobre cientos
de ARNm (Ni & Leng, 2015).
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Figura 5: Estructura y biogénesis de los miARNs. Imagen extraida y modificada de (Moein et al.,

2019) y (Huntzinger & Izaurralde, 2011).

Siendo tan relevantes en la regulacion de la expresion génica, y, por tanto, en la regulacion
del organismo, no es sorprendente el hallazgo de su interaccion con la microbiota intestinal en el
sistema digestivo y el mantenimiento de la homeostasis (Belcheva, 2017) (figura 6). En pruebas
con organismos GF, ratones GF colonizados con microbiota libre de patdgenos mostraban un
perfil de expresion de miARNs muy distinto al que tenian antes de la colonizaciéon por los
microorganismos (Dalmasso et al., 2011), tanto en el ileon como en el colon. En otro estudio
similar, ratones GF mostraban diferente expresion de miARNs que sus contrapartes control, en
las mismas condiciones, exceptuando la presencia de microbiota (N. Singh et al., 2011). Esta
regulacion génica a nivel de miARNs por parte de la microbiota no es solo a nivel del tejido
intestinal, sino incluso a nivel celular individual. Algunos miARNs de células madre del epitelio
intestinal responden de forma muy especifica a las especies bacterianas cercanas, controlando su

proliferacion (Peck et al., 2017).
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Figura 6: Resumen de las interacciones entre la microbiota y los miARNs del hospedador. Algunos

miARNs pueden ser liberados e interactuar con las bacterias de forma directa. Las bacterias pueden
modificar la expresion de los miARNs celulares. Imagen modificada de (Bi, Zhang, Chen, & Diao,

2020).

Multiples enfermedades del aparato digestivo donde la microbiota juega un papel relevante,
como son las enfermedades inflamatorias intestinales, también presentan alteraciones clave en
los miARNS, que pasan a tener una actividad perniciosa (Moein et al., 2019). (Yuan, Burns,
Subramanian, & Blekhman, 2018) teorizaron que, en el caso del cancer colorrectal, los miARNs
podrian estar vinculados con el aumento de taxones bacterianos patogénicos, debido a un
incremento en la produccion de glicanos. De la misma manera, se ha planteado que la capacidad
para aliviar enfermedades por parte de especies probioticas sea en gran medida por su impacto

en los miARNs (Rodriguez-Nogales et al., 2017).

Ademas, los miARNs son capaces de modificar la microbiota (figura 6). Esto se logra no
solo por cambios en el tejido debidos a los miARNS, las células del hospedador son capaces de
liberar miARNSs al interior del tubo digestivo que pueden penetrar en las bacterias y regular su

expresion génica y crecimiento (S. Liu et al., 2016).

El consumo de alcohol es otro factor que modifica la expresion de miARNSs en el organismo
(Miranda, 2014). Aunque estas modificaciones pueden ocurrir por diversos mecanismos, el mas
general es una inhibicion en la metilacion génica (Marutha Ravindran & Ticku, 2005;
Ponomarev, Wang, Zhang, Adron Harris, & Dayne Mayfield, 2012; Sakharkar, Zhang, Tang,
Shi, & Pandey, 2012). El primer estudio donde se vincula directamente el efecto del etanol
sobre miARNs fue en 2007, cuando se comprobd que el etanol tenia efectos teratogénicos al
modificar la expresion de diversos miARNs (Sathyan, Golden, & Miranda, 2007). Numerosos
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estudios surgieron después relacionando el etanol con alteraciones perjudiciales en miARNs que
se reflejan en un dafio al organismo. Se ha encontrado esta relacion en inflamacién y dafio
hepatico (Bala et al., 2012; Dolganiuc et al., 2009), e incluso en regeneracion 6sea (Sampson et
al., 2011). La mayoria de los estudios se han centrado en la relacion de las alteraciones del
etanol en el SNC y cambios en el patron de los miARNs (Miranda, 2014). Dichas alteraciones
no son solo teratogénicas como fue el primero realizado, sino que las modificaciones de
miARNSs por el etanol estarian relacionadas practicamente con todos los tipos de dafios que
causa en el SNC (Guo, Chen, Carreon, & Qiang, 2012; Lewohl et al., 2011; van Steenwyk,
Janeczek, & Lewohl, 2013).

3 Sistema Nervioso Central

El SNC es la parte del sistema nervioso que consiste en el encéfalo y la médula espinal. En
este trabajo nos centraremos en el encéfalo, concretamente en el cerebro, que forma el encéfalo
junto al cerebelo y el tronco cefalico. A su vez, tanto el SNC como el cerebro se pueden dividir
en materia gris y materia blanca. La materia gris consistiria en las neuronas (la elevada
concentracion de cuerpos neuronales es la razon del color) y sus prolongaciones sin mielina, y la
materia blanca serian los axones y los oligodendrocitos. En el cerebro, la materia gris se
encuentra en la zona mas superficial, formando la corteza, y en areas internas del cerebro, como
el hipotalamo. De hecho, la razon de las circunvoluciones cerebrales es aumentar la superficie

en la que pueden disponerse las neuronas (Mercadante & Tadi, 2021).

Con 100 billones de neuronas y mas veces esa misma cantidad en células gliales,
economizando todo el espacio disponible, el cerebro humano no es solo tnico dentro de todos
los seres vivos, sino que es lo que nos hace a nosotros tnicos dentro de todos los seres vivos

(Herculano-Houzel, 2009).

3.1 El Sistema inmune en el cerebro

Aunque el SNC se encuentra protegido tanto por las células mieloides, propias del
tejido, como por células externas que en ciertas condiciones pueden atravesar la barrera
hematoencefalica. Las principales células mieloides en el SNC estdn representadas por la
microglia (Peruzzotti-Jametti, Willis, Hamel, Krzak, & Pluchino, 2021). La microglia son los
macrofagos caracteristicos del SNC, adaptados a su tejido de residencia, de forma similar a las

células de Kupffer en el higado (Bonnardel et al., 2019). La microglia se genera inicialmente en
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el saco vitelino por hematopoyesis, de donde se moveran al cerebro en el momento en el que se
establece la circulaciéon embrionaria, y no alcanzaran la madurez completa hasta después del
nacimiento. Una vez en el SNC, son capaces de mantener la poblacion renovandose por si
mismos, sin requerir de los monocitos sanguineos (Brioschi, Zhou, & Colonna, 2020; Bruttger
et al., 2015), dependiendo principalmente de dos citoquinas: CSF1, producida tanto por la
microglia como por neuronas, e IL-34, producida unicamente por las neuronas (Brioschi et al.,
2020). En situaciones normales, la microglia se reemplaza a una media del 28% de su poblacion
al aflo, con una vida media por célula de més de 4 afios (Réu et al., 2017). Las condiciones y el

entorno del SNC son imprescindibles para la microglia.

Aunque no son propiamente parte del SI y su reaccion a los estimulos es diferente a la
microglia, es necesario comentar que los astrocitos también contribuyen a la respuesta del SII
(Butchi, Du, & Peterson, 2010). Los astrocitos expresan diferentes TLRs, entre ellos el TLR4, y
la activacion del TLR4 en estas células induce una cascada molecular mediada por NF-«B,
MAPK y Jakl/Statl que desemboca en la generacion de un ambiente proinflamatorio (Gorina,

Font-Nieves, Marquez-Kisinousky, Santalucia, & Planas, 2011).

En la periferia del SNC, como las meninges, la mayoria de las células del SI son
linfocitos, B y T, con una minoria de monocitos y macrofagos (Peruzzotti-Jametti et al., 2021).
Este SI periférico al encéfalo tiene la capacidad de colaborar con el SNC cuando se requiere su
ayuda y existe una comunicacion entre ellos (Rustenhoven et al., 2021). Sin embargo, estas
células del SI externas al SNC que son reclutadas al cerebro, como los monocitos, cuando la
causa del reclutamiento cesa dichas células desaparecen de la zona, sin contribuir a la poblacién
de la microglia residente (Rustenhoven et al., 2021). La tUnica excepcion es que nos
encontremos también con una disminucion importante de la microglia, condicion en la que los
monocitos son capaces de diferenciarse en macrofagos con rasgos comunes a la microglia

(Guilliams & Scott, 2017).

A pesar de que su funcién es proteger la homeostasis, existe la situacion de que las
células mieloides que patrullan el exterior del SNC hayan sido implicadas en procesos
inmunopatoldgicos (Goldmann et al., 2016). Por ejemplo, la esclerosis multiple es una
enfermedad autoinmune del SNC que es iniciada por linfocitos T autoinmunes (Lodygin et al.,
2013). En estas situaciones anomalas, las células inmunes son capaces también de atravesar la
barrera hematoencefalica, un proceso que se ve aumentado cuanto mayor es la permeabilidad
del endotelio y que los propios trastornos tienden a incrementar (Larochelle, Alvarez, & Prat,

2011).

La actividad descontrolada del SI causa importantes dafios en el SNC. Dicha actividad

tiene relacion con multitud de enfermedades, desde la esclerosis multiple (Lodygin et al., 2013)
50



y el Alzheimer (Perlmutter, Scott, Barron, & Chui, 1992) hasta la narcolepsia (Fontana et al.,
2010). En muchas ocasiones, parte del dafio se debe a una respuesta inflamatoria exacerbada a
la que contribuye la activacion del TLR4, un receptor fuertemente expresado por la microglia
(Hines, Choi, Hines, Phillips, & MacVicar, 2013). (Yao et al., 2013) vieron que el TLR4 es
uno de los principales responsables de la inflamacion inducida por hipoxia, iniciando la ruta del
NF-kB en la microglia, y que su inhibicion tendria efectos neuroprotectores en situacion de
hipoxia. En la enfermedad de Huntington, la deficiencia de este TLR, junto a los TLRs 2 y 3,
aumentaba la esperanza de vida de los ratones con la enfermedad (Griffioen, Mattson, & Okun,
2018), mientras que solo la ausencia de TLR4 ya prolongaba la vida de ratones modelo para la
esclerosis lateral amiotréfica (J. Y. Lee, Lee, Phipps, Noakes, & Woodruff, 2015). En otras
enfermedades como el Alzheimer, su papel como contribuidor del dafio o protector parece
depender del contexto del individuo (Fiebich, Batista, Saliba, Yousif, & de Oliveira, 2018).
Ademas, las células del SI no serian las tnicas responsables del dafio, sino que la activacion del
TLR4 en los astrocitos también puede estar vinculada a ciertos trastornos o contribuir de forma

negativa (Shen et al., 2016).

3.2 Etanol y SNC

Teniendo en cuenta que el alcohol es una droga inespecifica con un consumo
ampliamente extendido entre la poblacion, el estudio de sus efectos en el cerebro es un tema de
gran importancia e interés tanto a nivel sanitario, como social y econémico. La molécula de
alcohol solo es capaz de interactuar con otras biomoléculas mediante puentes de hidrogeno y
débiles interacciones hidrofobicas, lo que limita su potencia como droga, careciendo ademas de
dianas directas (Yamakura, Lewohl, & Harris, 2001), pero se compensa por las elevadas
cantidades en las que es ingerido (Abrahao, Salinas, & Lovinger, 2017). Sus efectos en el
cerebro dependen tanto de la concentracion alcanzada en sangre, como de la tolerancia del
individuo, que se “entrena” en los bebedores habituales, llegando casos excepcionales
registrados a concentraciones en sangre de 300 mM (8 veces la cantidad que podria matar a un
individuo que nunca hubiera bebido) (Johnson, Noll, & Rodney, 1982). En esta tesis nos
centraremos en el consumo cronico de alcohol, en el cual los individuos beben una cantidad

moderada de alcohol, pero con gran frecuencia.

Uno de los problemas del alcohol es precisamente su facilidad para alcanzar el cerebro.
La BHE, que protege el cerebro de sustancias extrafias, es ineficaz frente a la molécula del
etanol, pequeiia y lipofilica, que puede atravesarla sin impedimentos mediante difusion pasiva.

No es algo tnico de esta molécula, sino que otras drogas de propiedades similares son también
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capaces de atravesar esta membrana por el mismo método, como son la nicotina o la heroina.
Ademés, el consumo cronico de alcohol deteriora la BHE aumentado su permeabilidad y la
translocacion de sustancias (Haorah, Knipe, Gorantla, Zheng, & Persidsky, 2007; H. Yu et al.,
2017).

En los consumidores cronicos se desarrollan alteraciones que llevan tanto a un aumento
de la tolerancia como de la dependencia, requiriendo mayores cantidades para obtener los
mismos efectos y con graves dificultades en situaciones de abstinencia (Heilig, Egli, Crabbe, &
Becker, 2010). Es interesante que, sobre todo en los cronicos, la ingesta de alcohol conduce a
cambios especificos en regiones del cerebro y en circuitos neuronales, lo que podriamos llamar
neuroadaptaciones, que participan en la evolucion de una ingesta moderada a una excesiva y
vuelven al individuo, a nivel del SNC, méas propenso al consumo incontrolado (Ron & Barak,
2016). Las regiones del SNC mas afectadas por el consumo cronico, y que ademads
correlacionan con la dependencia al alcohol, se pueden dividir en cuatro circuitos: el de
recompensa, formado por el nicleo accumbens, su analogo el palido ventral y el hipotalamo; el
motivacional, regido principalmente por la corteza orbitofrontal; la memoria y el aprendizaje,
formados por la amigdala y el hipocampo; y finalmente el control cognitivo, regido por la

corteza prefrontal y la cingulada (Vilpoux, Warnault, Pierrefiche, Daoust, & Naassila, 2009).

El etanol puede mediar cambios epigenéticos. Similar a lo que hemos comentado en el
apartado de los miARNS, el etanol es capaz de modificar la acetilacion de las histonas, la

metilacion del ADN y la expresion de los miARNs (Ron & Barak, 2016).

Otro de los efectos del etanol es la respuesta inflamatoria, un efecto que es
especialmente perjudicial en el SNC. La neuroinflamacion mediada por el etanol es un proceso
muy estudiado y se considera uno de los principales responsables de su capacidad neurotoxica.
El etanol causa la activacion de distintos receptores del SII en células gliales, que desemboca en
un ambiente inflamatorio y dafio neuronal (Guerri & Pascual, 2019). Es destacable que en la
activacion de la microglia mediada por el etanol el papel principal corresponde al TLR4
(Fernandez-Lizarbe, Pascual, & Guerri, 2009). El metabolismo posterior de las moléculas de
alcohol genera ademas especies reactivas de oxigeno, peroxidacion lipidica y acetaldehido
(Deitrich, Zimatkin, & Pronko, 2006; McClain, Hill, Song, Deaciuc, & Barve, 2002), todos

ellos proinflamatorios y nocivos para el cerebro.

Finalmente, el etanol modifica las células y sus funciones mediante alteraciones en sus
membranas plasmaticas, por ejemplo, aumentando la ratio de colesterol frente a fosfolipidos, lo
que supone un cambio en las propiedades fisicas de la membrana celular (Chin, Parsons, &
Goldstein, 1978). Un resultado importante de estas alteraciones es la modificacion de las balsas

lipidicas de la membrana celular, microdominios enriquecidos en colesterol y esfingomielina,
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donde ocurre el reclutamiento de complejos del SI asociados a membrana como los TLRs
(Szabo, Dolganiuc, Dai, & Pruett, 2007). De hecho, (Pascual-Lucas, Fernandez-Lizarbe,
Montesinos, & Guerri, 2014) mostraron que uno de los responsables de la neuroinflamacién
debida al etanol era el reclutamiento anomalo causado por el alcohol de receptores TLR4 en
balsas lipidicas, provocando su activacion. En la figura 7 se puede las rutas mediante las que el

etanol causa un proceso inflamatorio que puede llevar a neurodegeneracion.
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Figura 7: la activacion del TLR4 por el etanol desemboca en una cascada celular que causa

neuroinflamacion. Imagen modificada de (Montesinos, Alfonso-Loeches, & Guerri, 2016)

3.3 El uso de los curcuminoides como terapia

Los curcuminoides son diarilheptanoide lineales, es decir son fenoles naturales cuyo
nombre viene de la curcumina, su principal representante y de la que muchos de ellos son

derivados de este compuesto (figura 8). La curcumina proviene de la raiz de la planta ciircuma
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(Curcuma longa), y aunque la planta ya era usada hace mas de 2.000 afios en la India,
inicialmente su uso era como colorante para la ropa. Posteriormente empezd a usarse en la
gastronomia, siendo una de las especias que le da su color caracteristico al curry, y de la que se

estudiaron sus efectos positivos dentro del organismo (Basnet & Skalko-Basnet, 2011).

R
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Demetoxi curcumina

0
Shiha®
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Bisdemetoxi curcumina

Curcumina

Figura 8: Estructura de los tres principales curcuminoides encontrados en la naturaleza. El
curcuminoide conjugado en esta tesis es la bisdemetoxi curcumina. Imagen modificada de (Basnet &

Skalko-Basnet, 2011).

Recientemente, ha sido en el campo de la salud donde se ha comprobado su nuevo
potencial. En el ser humano, tiene una ventaja adicional para su uso por su baja toxicidad, sin
que se presenten sintomas en dosis orales tan elevadas como 12 g/dia (Lao et al., 2006).
Diversos estudios han comprobado sus beneficios en distintos trastornos, desde cancer (Wright,
Frye, Gorti, Timmermann, & Funk, 2013) hasta su utilidad como antimicrobiano (Reddy,
Vatsala, Keshamouni, Padmanaban, & Rangarajan, 2005; Sarkar, De, & Mukhopadhyay, 2016).
Sin embargo, el campo donde mas ha destacado es su uso para el tratamiento de los trastornos
causados por la inflamacion (Aggarwal & Harikumar, 2009; Kuptniratsaikul et al., 2014;
Mazzolani & Togni, 2013; Panahi, Hosseini, et al., 2016; Trujillo et al., 2013), a lo que se afiade
su actividad antioxidante (Hewlings & Kalman, 2017; Sahebkar, Serban, Ursoniu, & Banach,
2015).

En relacion con su capacidad antioxidante, se ha comprobado un incremento
significativo en la actividad de la enzima superoxido dismutasa (SOD, por sus siglas en ingles)
en suero cuando se suplementan curcuminoides en la dieta durante 6 0 mas semanas. También,
en suero, disminuye los niveles de lipidos peroxidados, incrementa la concentracion de glutation
y aumenta la actividad catalasa (Sahebkar et al., 2015). Estas propiedades ya se han probado en
tratamientos clinicos de enfermedades como la osteoartritis (Panahi, Alishiri, Parvin, &
Sahebkar, 2016).
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En cuanto a la inflamacion, pruebas in vitro han mostrado una disminucioén en la
liberacion de citoquinas inflamatorias en multitud de tipos celulares incubados con
curcuminoides, desde monocitos y macrofagos (Abe, Hashimoto, & Horie, 1999) hasta células
pulmonares (Literat et al.,, 2001). Esta actividad anti-inflamatoria realizada por los
curcuminoides es debida a varios de sus efectos. Una es su capacidad antioxidante comentada
anteriormente, ya que son dos alteraciones fisiopatologicas muy vinculadas (Biswas, 2016),
pero también a efectos directos como la inhibicion de la expresion de COX-2 (Goel, Boland, &
Chauhan, 2001) o de la ruta de sefializacion de TLR4/MyD88/NF-«kB, esta ultima comprobada

en neuroinflamacion con activacion de la microglia (Zhu et al., 2014).

Sin embargo, desde el punto de vista oral, la efectividad de la curcumina es dudosa. La
mayor concentracion en alimentos seria un polvo puro de curcuma y aun asi la curcumina seria
unicamente el 3,14% del peso total (Tayyem, Heath, Al-Delaimy, & Rock, 2006). A esto
tenemos que afiadir que la curcumina, en el organismo, presenta problemas de solubilidad, una
pobre absorcion y una rapida degradacion metabdlica (W. H. Lee et al., 2014). Esta degradacion
se ve aumentada con el incremento del pH y cuanto menor es la concentracion de curcumina
(Priyadarsini, 2014). Ya en 1978, Wahlstrom y Blennow comprobaron que en una dosis de 1
g/kg de curcumina a ratas, el 75% era excretado con las heces (Wahlstrdom & Blennow, 1978).
En humanos la ingestion de 2 g de curcumina pura resulta en niveles, en el suero, practicamente
indetectables. Esto lo que limita es la utilidad terapéutica de los curcuminoides, y al mismo
tiempo ha llevado al desarrollo de derivados y métodos para aumentar su biodisponibilidad
(Tomren, Masson, Loftsson, & Tennesen, 2007), como su administracién de forma intravenosa
en lugar de oral. Estos métodos suelen dividirse en la combinacion con adyuvantes, su union
con nanoparticulas (un mecanismo de uso extendido para moléculas hidrofobicas), union a
liposomas, micelas y complejos fosfolipidos, y el uso de derivados y analogos (método que
puede combinarse con los anteriores) (Anand, Kunnumakkara, Newman, & Aggarwal, 2007).
En la presente tesis, el curcuminoide usado es la bisdemetoxi curcumina (BDMC), que posee
una mayor resistencia a la degradacion que la curcumina o la demetoxicurcumina de forma

natural (Price & Buescher, 1997).

3.4 Nanoparticulas biodegradables capaces de atravesar la BE y paliar las
lesiones cerebrales

Las nanoparticulas poliméricas son particulas con un tamafio, entre 1 y 1000 nm,
elaboradas a partir de materiales poliméricos de diferente naturaleza, y que pueden transportar

compuestos activos, tanto dentro de ellas como en su superficie. Su interés como

55



transportadores de farmacos viene no solo de la capacidad de poder trasladarlos, sino también
por su liberacidon controlada, la proteccion del fAirmaco y la mejora de su biodisponibilidad
(Zielinska et al., 2020). La razon del uso de polimeros como biomaterial es debido a sus
numerosas propiedades favorables, entre las que cabe destacar una gran biocompatibilidad, facil
disefio y preparacion (lo que les otorga un gran control de sus propiedades finales) o la variedad
de estructuras que pueden adoptar (Bennet & Kim, 2014). Ademas de su carga, pueden
presentar otras moléculas que les ayuden a ir dirigidos frente a células o tejidos concretos

(Fortuni et al., 2019).

Las caracteristicas de la nanoparticula van a delimitar sus posibles funciones, ya que no
todas sirven igual como transportadoras, y pequefios cambios en su composicion o estructura
pueden alterar sus propiedades (Nair, Thulasidasan, Deepa, Anto, & Kumar, 2012). Las
principales caracteristicas que se tienen en cuenta son el tamafio de la nanoparticula (un menor
tamafio implica una mayor absorcion, pero también menor retencion por el tejido) (Yallapu,
Jaggi, & Chauhan, 2012), el potencial zeta (indica la repulsion o atraccion electrostatica entre
las particulas, en nuestro caso indica la carga eléctrica en la superficie de la nanoparticula), el
indice de polidispersidad (los distintos pesos moleculares de las cadenas que conforman el
polimero), la estabilidad fisica y quimica, su eficiencia de encapsulacion y finalmente su
capacidad de carga (S. Wang et al., 2014). En cuanto a la carga que lleven, es importante
también como realice su liberacion. La mayoria de las veces nos interesa que el firmaco
transportado sea liberado en regiones especificas del organismo y de forma controlada. Muchas
de las nanoparticulas tienen una liberacion basada en estimulos ambientales, 1o que les da una
relativa especificidad, que pueden ser tanto fisicos como la presion osmoética hasta quimicos,
como el pH, o depender de varios estimulos en lugar de uno (R. Cheng et al., 2011). Esta
liberacion una vez comienza puede ser rapida, sostenida en el tiempo o pulsatil, en ciclos (Zhou

etal., 2013).

La unién de curcuminoides con nanoparticulas biodegradables basadas en polipéptidos
ha supuesto una considerable mejora en su biodisponibilidad, tanto en la administracion oral (Y.
Gao et al.,, 2012; X. Xie et al., 2011), como intravenosa (Tsai, Chien, Lin, & Tsai, 2011). La
razo6n de la administracion intravenosa frente a la oral es la incorporacion directa del compuesto
al torrente sanguineo, evitando la pérdida del conjugado debida a su degradacion y expulsion
por las heces, pero conllevando una mayor molestia y estrés a los individuos. Una mejoria
adicional aportada por estas nanoparticulas es su capacidad de afiadirles propiedades que los
curcuminoides por si mismos no poseen o mejorar las que tienen interés médico, como un
incremento en su captacion por las células (Mohanty & Sahoo, 2010) o en su translocacion a

través del endotelio (T. H. Kim et al., 2011).
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En relacion con esto, uno de sus mayores logros fue que el compuesto transportado
tuviera una penetracion incrementada en el cerebro, a pesar de la BHE, y manteniéndola intacta.
Aunque algunas moléculas como el etanol puedan hacerlo parecer facil, atravesar la BHE es una
tarea complicada para la mayoria de los compuestos debido a sus propiedades Unicas dentro del
organismo, como la ausencia de fenestraciones, una fuerte resistencia a moléculas hidrofilicas
debido a sus uniones estrechas o un menor numero de vesiculas endociticas en comparacion a
otros endotelios (Theodorakis, Miiller, Craster, & Matar, 2017). El movimiento a través de ella
se puede hacer por transporte paracelular (casi imposible debido a las uniones estrechas de este
endotelio), difusion pasiva, uniébn a receptores, transcitosis, mecanismos de eflujo y
aprovechando células que son capaces de moverse dentro y fuera del cerebro (Theodorakis et
al., 2017). Dentro de los receptores en el endotelio de la BHE, los mas aprovechados para el
transporte de farmacos son el receptor insulinico, el receptor de transferrina y los receptores de
lipoproteinas de baja densidad (LRP-1 y -2) (Rodriguez-Otormin, Duro-Castano, Conejos-
Sanchez, & Vicent, 2019) (figura 9). En el caso especifico de los curcuminoides, estas ventajas
ya han sido contrastadas. (Tsai et al.,, 2011) comprobaron que la curcumina unida a una
nanoparticula e inyectada de forma intravenosa en los animales presentaba mayores
concentraciones en el cerebro que la curcumina libre, y permanecia un mayor tiempo en el
organo, principalmente en el hipocampo y en la corteza cerebral. En el presente trabajo, el
polimero polipéptido al que conjugaremos la BDMC utiliza para la traslocacion el LRP-1,
presentando el conjugado en su superficie angiopoyetina-2, uno de sus principales ligandos, en
un método que ya ha sido demostrado que incrementa la translocacion al SNC de péptidos

neuroprotectores (X. Tian et al., 2020).
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Figura 9: Representacion esquematica de los diferentes métodos de transporte a través de la BHE. El
etanol entraria principalmente por difusion pasiva (verde), mientras que nuestro nanoconjugado

aprovecharia el receptor LRP-1 para entrar (azul). Imagen modificada de (Theodorakis et al., 2017).
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Hipotesis y objetivos
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Cada vez sabemos mas de los procesos por los cuales el etanol es capaz de causar dafios
en el organismo, pero al mismo tiempo las incognitas que lo rodean no parecen disminuir en
cantidad. Hemos aprendido que el etanol es capaz de atravesar la BHE y provocar multiples
alteraciones en el cerebro, tanto a nivel celular como tisular e incluso epigenético,
principalmente debido a su capacidad neuroinflamatoria y a la activacion de los receptores
TLR4. Sin embargo, el etanol es una molécula que debido a sus propiedades posee complejas
interacciones dentro del organismo que dificultan su completo entendimiento. Sabemos que, en
el aparato digestivo entre otros, su consumo también ejerce actividad proinflamatoria y
alteraciones a lo largo del tiempo, donde el SII tiene un papel principal.

Por todo ello, planteamos como hipotesis de trabajo que el consumo cronico de etanol
causa modificaciones en los miARNs de la corteza cerebral, regulando la expresion de genes
proinflamatorios asociados a la ruta de sefializacion del TLR4 que causan neuroinflamacion
y que la administracion de un polipéptido conjugado con curcumina reduce los efectos
inflamatorios del alcohol en cerebro. Ademds, proponemos que el consumo de alcohol a largo
plazo es capaz de alterar la microbiota intestinal y la respuesta de los receptores TLR4. Para

abordar esta hipotesis, se han llevado a cabo los siguientes objetivos:

1. Identificar en la corteza cerebral de ratones WT su perfil de expresion de miARNs
asociados a la inflamacion, y evaluar si el consumo cronico de alcohol altera los

niveles de expresion de dichos miRNAs en la corteza cerebral.

2. Investigar si la ausencia del TLR4 modifica los perfiles de miRNAs inflamatorios

en corteza cerebral de ratones con o sin consumo cronico de alcohol.

3. Analizar si el tratamiento con un polipéptido nanoconjugado de curcumina, capaz
de atravesar la BHE, con propiedades anti-inflamatorias y anti-oxidantes, es capaz
de disminuir el dafio inflamatorio en regiones de la corteza cerebral causado por el

consumo cronico de etanol.

4. Investigar si el consumo cronico de alcohol altera la expresion génica del epitelio
intestinal, y como se reflejan estos cambios en ratones que carecen del receptor

TLRA4.

5. Evaluar los cambios en la microbiota intestinal de ratones alcohdlicos, en presencia
y ausencia del receptor TLR4, mediante la taxonomia de sus poblaciones

bacterianas.
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Para lograr los objetivos propuestos se empled un enfoque multidisciplinar, usando

técnicas bioquimicas, moleculares y bioinformaticas que se detallan a continuacion.

1 Sintesis y caracterizacion del nanoconjugado

La mayoria de los productos quimicos de grado reactivo (grado que indica que cumplen con
los estandares de pureza que garantizan la precision cientifica y la fiabilidad del analisis
quimico, las reacciones quimicas o las pruebas fisicas) se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St.
Louis, Missouri, EE. UU.) y se usaron sin purificacion adicional a menos que se indique lo
contrario. Para la sintesis de la nanoparticula conjugada con BDMC se adquirieron cloroformo-
d1, DMSO-d6 y D,O deuterados de Deutero GmbH, (Kastellaun, Alemania). Cy5.5 (6S-IDCC)
se adquiri6 de Mivenion (Berlin, Alemania), la  angiopep2-cisteina  Ac-
TFFYGGSRGKRNNFKTEEYC de Selleck Chemicals LLC (Houston, Texas, EEUU) y el
BDMC en TCI Chemicals (Zwijndrecht, Bélgica).

Las propiedades de los distintos conjugados usados en estos estudios se detallan en la tabla
2. El estudio del conjugado curcuminoide fue realizado en colaboracion con el laboratorio de
Polimeros Terapéuticos del Centro de Investigacion Principe Felipe, que sintetizaron el

polimero y su union al BDMC.

Tabla 2: Resumen de las caracteristicas fisicoquimicas de los conjugados usados en la presente tesis.
El % de BDMC ha sido determinado mediante UV-Vis y HPLC; el de Cy5.5 mediante fluorometria;

la Ang mediante el andlisis de sus aminoécidos; y finalmente el potencial Z mediante dispersion de

luz dinamica (DLS).
Compuesto %w BDMC* %w Cy5.5" %w Ang® Tamaiio? Z-pot?
(%mol (%mol (%mol Ang) D, nm mV
BDMC) Cy5.5)
14,9%
StCIPr-BDMC (8,9mol%) -- -- 40,2424 -38,6+2,2
0, 0,
StCIP-BDMC-ANG | 141 B.9% - 1425% (1351 9y 1436 | 30,6413
mol) mol)
StCIPr-Cys5,5 - 12,6% - - 20,4435
StCIPr-Cy5,5-ANG - 7,6% 27,16 (3,3 mol) - 22,9422
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Una representacion esquematica de los conjugados y su sintesis viene en la figura 10.
BDMC y Cy5.5 se conjugaron con el transportador StCIPr usando la forma 4acida del
transportador. En un matraz de fondo redondo de dos caras, provisto de una barra agitadora y
dos septos, disolvemos 1 g de StCIPr (7.2 mmol de unidades de 4cido glutdmico, GAU) en 20
ml de dimetil anhidro formamida (DMF). A continuacion, se agregaron 335 ml (2,17 mmol,
equivalente a 0,3 GAU) de DIC (diisopropil carbodiimida) en 5 ml de DMF anhidra y se dejo
que la reaccion ocurriera de forma natural durante 20 min. A continuacion, 445 mg (1,44 mmol,
equivalente a 0,2 GAU) de BDMC se agregaron a la mezcla, seguido de una cantidad catalitica
de 4-dimetilaminopiridina (DMAP). El pH se ajust6 a 7 con la ayuda del compuesto quimico N,
N-diisopropiletilamina (DIPEA), que actia como base, y se dejo que la reaccion prosiguiera
durante 72 h. Pasado ese tiempo, la mezcla se precipitd con éter dietilico en exceso, y se filtro.
Hubo una purificacion adicional del conjugado usando una columna LH-20 en DMF. Después
del aislamiento, se obtiene un solido amarillento que se convierte en sal mediante la adicion de
una solucion 1 M de NaHCO3 gota a gota. La solucion acuosa se lavo repetidamente con éter
dietilico hasta que la fase organica perdio el tono amarillento. Finalmente, el producto en fase

acuosa se purifico mediante dialisis usando un Vivaspin® MWCO 5000, y fue liofilizado.

A/" StCIPr-BDMC
o 16 horas

72 horas

StCIPr

StCIPr-Cy5.5

StCIPr-Cy5.5-ANG

Figura 10. Representacion esquematica de las estructuras poliméricas utilizadas en este estudio. A),
D) Se afladen N, N'-Diisopropilcarbodiimida (DIC) / 4-Dimetilaminopiridina (DMAP), N, N-
dimetilformamida (DMF), 72 horas a temperatura ambiente (TA). B), E) 4- (4,6-Cloruro de dimetoxi-
1,3,5-triazin-2-il) -4-metilmorfolinio (DMTMMCI), cisteamina piridil ditiol, H2O, 24 horas, TA. C),
F) Tampon HEPES pH 7.4, 16 horas, TA.

La carga de BDMC se midi6 mediante UV-VIS a 405 nm usando una curva de
calibracion con BDMC libre. Por otra parte, la carga de Cy5.5 (6S-IDCC) se midid por
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fluorescencia (Aem: 595 nm, Ae: 680 nm) utilizando una curva de calibracién con el colorante

Cys.5.

La modificacion de Angiopep-2 (ANG) se realizd de acuerdo con protocolos
estandarizados. Los polimeros se modificaron con un 10% de piridil ditiol (PD) en ambos
compuestos, St-CIPr-Cy5.5-PD y StCIPr-BDMC-PD. A continuacion, una angiopep con la
secuencia modificada en una cisteina, ANG-2-SH, fue conjugada provechando la modificacion
con PD a través de enlaces disulfuro en las diferentes estructuras, todo ello en tampon HEPES a
pH 7,4 durante 16 h. Los conjugados finales se purificaron por cromatografia de exclusion por
tamafio usando columnas comerciales Sephadex PD10. La carga peptidica se estim6 mediante
H-NMR y UV-VIS a través de la curva de calibracion a 280 nm y confirmada posteriormente
mediante el analisis de aminoacidos realizados por la Unitat de Técniques Separatives i Sintesi

de Peéptids de la Universidad de Barcelona.

Finalmente, el conjugado utilizado en la administracion intravenosa en los ratones fue
StCIPr-BDMC-ANG (5 mg/kg), consistente en el polipéptido transportador, el curcuminoide y

la angiopoyetina-2.

2 Animales y tratamiento de alcohol

Los experimentos se realizaron en ratones C57BL/6J tanto de fenotipo silvestre (“Wild
Type”, WT, TLR4 /") (Harlan Ibérica SL, Barcelona) como ratones deficientes para el receptor
TLR4, (“knock-out TLR4”, TLR4-KO, TLR4 ")), cedidos por el Dr. S. Akira (Universidad de
Osaka, Japon). Se utilizaron 28 machos y 109 hembras totales (los machos tnicamente fueron
usados en el estudio de la microbiota intestinal para las comparativas de sexo) separados en tres

cohortes distintas segun el objetivo.

Los animales se mantuvieron bajo condiciones controladas de luz y oscuridad (12 / 12h) a
una temperatura de 23°:1°C y 60% de humedad, en condiciones de SPF (Specific Pathogen
Free) y alojados entre 2 y 4 animales por jaula. El alimento consistié en una dieta sélida ad
libitum, 2014 Teklad global 14% protein rodent maintenance diet (Envigo, Indiana, EE. UU.)
(48% de carbohidratos, 14,3% de proteinas y 4% de grasas, 2,9 kcal / g de densidad energgética).
El aumento de peso corporal al final del periodo de tratamiento fue similar en todos los grupos
de ratones, independientemente del tratamiento o genotipo. Las hembras se encontraban en cajas
aisladas durante los periodos de gestacion para evitar situaciones de estrés que pudieses afectar

a los resultados del trabajo.
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Los ratones iniciaban el tratamiento alcoholico cronico a los 2 meses de edad, y se les
mantenia durante 3 meses, hasta los 5 meses de edad, exceptuando la cohorte usada para el
estudio de los curcuminoides, que fueron sometidos al tratamiento alcohdlico durante 4 meses
para permitir la correcta administracion de los otros tratamientos del mismo estudio. Para el
modelo alcoholico, los ratones pertenecientes a este grupo se mantenian con agua suplementada
con etanol al 10%, mientras que los controles se mantenian solo con agua. Al comienzo del
tratamiento, la dosis de alcohol en agua comenzaba al 2%, aumentando el volumen a 5 %, 7.5 %

y finalmente 10 %, cada dos dias, para permitir que los animales se adaptaran al alcohol.

Los niveles maximos de alcohol en sangre (BAL) alcanzados por los ratones después de los
meses de tratamiento cronico con etanol fueron alrededor de =125 mg / dl (rango, 87-140 mg /
dl) en los WT tratados con etanol y alrededor de = 122 mg / dl (rango, 98-135 mg / dl) en los
ratones TLR4-KO tratados con etanol, respectivamente. Al finalizar el tratamiento de los
animales y después de sacrificarlos, las muestras eran recogidas y congeladas sumergiéndolas
en nitrogeno liquido a -196°C antes de guardarse a -80°C hasta ser usadas en posteriores

analisis.

Los experimentos con animales se llevaron a cabo de acuerdo con las directrices
establecidas en la Directiva del Consejo de las Comunidades Europeas (86/609 / ECC) y
(2010/63/ECC), por el Real Decreto Ley 1201/2005 y 53/2013 modificado por el Real Decreto
1386/218, y fueron aprobados por el Comité Etico de Experimentacion Animal del CIPF
(CEEA) (Valencia, Espaiia).

3 Tratamientos y recogida de muestras
3.1 Tratamiento de ratones WT y TLR4-KO para el estudio de la microbiota intestinal

Para este trabajo se utilizd6 una cohorte de animales conformada por 28 machos y 24
hembras, que fueron divididos en 4 grupos. Los machos consistian en 8 ratones WT y 8 ratones
TLR4-KO para las condiciones de control; y 6 WT y 6 TLR4-KO para el tratamiento cronico
del alcohol. Las hembras consistian en 6 ratones WT y 6 ratones TLR4-KO para las condiciones

de control; y 6 WT y 6 TLR4-KO para el tratamiento cronico del alcohol.

La recogida y almacenamiento de las muestras fecales en los machos fue realizada en los
cuatro grupos (WT, WTE/WE, KO, KOE/KE) al final del tratamiento con o sin etanol. En las
hembras hubo también una recogida de muestras fecales previa al inicio de los tratamientos
alcoholicos, a los 2 meses de edad, en los 4 grupos. Las muestras de todos los ratones de los

diferentes grupos fueron recogidas frescas y guardadas por separado. Una vez que el tratamiento
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alcohdlico habia finalizado y las muestras de heces fueron recogidas, los ratones se sacrificaron
con COs. Se recogi6 tejido de colon y de corteza cerebral de los animales sacrificados. El tejido
de colon se us6é para la extraccion de ARN y el tejido de corteza cerebral para el analisis

metabolémico. El disefio del experimento se ilustra en la figura 11.

Protocolo experimental

y v ﬁ Grupos WT - KO w ‘?
ﬁ m _’ - a L L
‘3 Grupos WTE - KOE

Grupos WT - KO

2 meses de edad 5 meses de edad
Tratamiento alcohélico

S

DNA extraction 1st PCR 2nd PCR Pool preparation Sequencmg
‘ A =
e 1 o ~_
\-: |/ " FASTQ files

I l l l FastQC: Mean Quality Scores

Controles de calidad y cantidad

Figura 11. Representacion esquematica del disefio y analisis experimental.

3.2 Tratamiento de ratones WT y TLR4-KO para el perfil de miRNAs corticales

Para este trabajo se utilizd una cohorte formada por 44 (11 animales / grupo) ratones
hembra WT y TLR4-KO, que se distribuyeron en WT y TLR4-KO controles; y WT y TLR4-KO
con tratamiento cronico de alcohol. Después del tratamiento cronico con alcohol, los ratones
fueron sacrificados por dislocacion cervical, se diseccionaron las areas del cerebro de interés

utilizando las coordenadas del atlas del cerebro del raton (Paxinos & Franklin, 2008).
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3.3 Tratamiento de ratones WT para el estudio de la curcumina

Para este estudio se usé una cohorte formada por 41 ratones hembra WT de las que 18

animales comenzaron el tratamiento croénico con etanol.

A los grupos sometidos a la administracion del curcuminoide BDMC o del conjugado
StCIPr-BDMC-ANG se les inyectaba con BDMC libre o BDMC conjugada (5 mg/kg), mientras
que a los grupos sin este tratamiento se les inyectaba como control salino (cloruro de sodio,
NaCl, 0.9%), en la vena de la cola, 2 veces por semana, durante las ultimas 8 semanas. Los

ratones recibieron en total dieciséis dosis de uno de los tratamientos con BDMC o salino.

Después de 2 meses de tratamiento cronico con etanol, los animales fueron asignados en 6
grupos distintos: un grupo control (n = 7), un segundo grupo manteniendo solo el tratamiento
alcohodlico (Etanol) (n = 6), un tercer grupo al que se le administraria el curcuminoide libre
(BDMC) (n = 8), un cuarto grupo al que se le administraria el curcuminoide conjugado al
nanopolimero (StCIPr-BDMC-ANG) (n = 8), un quinto grupo con el tratamiento alcoholico y la
administracion del curcuminoide libre (BDMC + Etanol) (n = 7) y un sexto y ultimo grupo con
el tratamiento alcoholico y la administracion del curcuminoide conjugado (StCIPr-BDMC-ANG

+ Etanol) (n = 5), teniendo asi animales tratados con todas las posibilidades..

Al final de los tratamientos, los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical, y
tanto las regiones de la corteza prefrontal (PFC) como cerebral (BC) fueron congeladas a -80°C
para posteriores analisis. El peso corporal de los ratones no mostro cambios significativos

durante las ocho semanas de tratamiento intravenoso.

4 Analisis de la expresion génica
4.1 Extraccion y aislamiento del material genético de las muestras

Se utilizaron muestras del cerebro provenientes de la corteza cerebral congelada
previamente a -80 °C (100-200 mg) para la extraccion del ARN pequeiio (ARNp). Para la
extraccion principal de ARNp, se siguieron las instrucciones del fabricante del miRNeasy mini
Kit (Apéndice A, Qiagen, Hilden, Alemania). Las muestras congeladas se insertan dentro de los
microtubos y se les afiade 700 ul de QIAzol Lysis Reagent. Se homogenizan usando un Ultra-
Turrax T8 (IKA-Werke, Staufen, Alemania). Se deja a temperatura ambiente durante 5 minutos
y se afaden 140 ul de cloroformo, se agitan para mezclar y se deja reposar de nuevo a
temperatura ambiente durante 2-3 minutos. Se centrifuga a 6000 g durante 15 minutos a 4°C, y

se obtienen tres fases diferenciadas: una superior incolora, con el ARN de interés, la intermedia
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blanca y la orgénica inferior roja. La fase superior se transfiere al S-Block, que viene con el
propio kit, y se les afiade pipeteando un volumen de etanol equivalente al 70% de la fase
extraida. Se coloca una placa RNeasy 96 en otro S-Block, se homogenizan las muestras
pipeteando y se pasan a los pocillos de la placa. Se sella la placa y se centrifuga a 5600 g
durante 4 minutos a temperatura ambiente. Después se vacia el Block-S y se afiaden 800 pl de
Buffer RPE en cada pocillo de la placa RNeasy 96. Se sellan y se centrifugan a 5600 g durante 4
minutos a temperatura ambiente. Se vacia el Block-S y se repite de nuevo este paso, pero con
una centrifugacion de 10 minutos. Después de comprobar que las membranas estan secas, ya
que el bufer contiene etanol que alteraria los siguientes pasos, se coloca la placa RNeasy 96
encima de una gradilla con microtubos de elucidn limpios y se afiaden 45—70 pl de agua DEPC.
Se sellan, se dejan a temperatura ambiente 1 minuto y se centrifugan a 5600 g durante 4 minutos
a temperatura ambiente. Repetimos este ultimo paso con el mismo volumen de agua DEPC para

asegurar una completa obtencion del ARN.

Para el ARN total se disgrego 100-200 mg de tejido con 1 ml de QIAzol (Qiagen,
Maryland, EE. UU.) usando un Ultra-Turrax T8, seguido del método de fenol cloroformo
(Chomczynski & Sacchi, 1987). El QIAzol lleva 1% p-mercaptoethanol para proteger el
material genético de la degradacion. Se deja incubar 5 minutos para permitir la completa
disociacion del complejo nucleoproteico. Se afiaden 200 pl de cloroformo, se homogeniza y se
deja incubar 2-3 minutos. Centrifugamos las muestras a 12.000 g durante 15 minutos a 4°C. Las
muestras se separan en las mismas fases comentadas en el protocolo del ARNp. Se transfiere la
fase superior a otro microtubo y se le afiade 500 pl de isopropanol. Se homogeniza y se deja
incubar 10 minutos en hielo. Después centrifugamos los tubos 10 minutos a 12000 g y 4°C. El
ARN queda formando un pellet al fondo del microtubo y el sobrenadante se descarta con pipeta.
Finalmente se realizan dos lavados con 750 ul de etanol 75%. Se homogeniza y se centrifuga 5
minutos a 7500 g y 4°C. Se descarta el sobrenadante y se repite el lavado con etanol. Después
del segundo lavado descartamos el sobrenadante con pipeta, se deja evaporar y se resuspenden

en 20-50 pl de agua DEPC. Las muestras se almacenaron a -80°C.

El ADN bacteriano fue extraido utilizando el Qldamp Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen) de
acuerdo con el protocolo del fabricante. A las muestras, heces de ratones individualizadas, se les
afiade 1 ml del InhibitEx Buffer proveniente del kit mientras permanecen congeladas. Para la
homogenizacion de las heces previa a la extraccion se us6 un sonicador, y posteriormente se
calentaron durante 5 minutos a 95°C (debido a la mayor resistencia de la pared bacteriana de las
células Gram +). Se homogeniza de nuevo la muestra y se centrifuga 1 minuto a la maxima
potencia del rotor (16500 g en nuestra centrifuga). En un microtubo nuevo se afiaden 15 pL de

proteinasa K, 200 uL de sobrenadante de la muestra centrifugada y 200 pL del Buffer AL, por
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ese orden. Los microtubos se homogenizan. Se incuban a 70°C durante 10 minutos. Afiadimos
200 pL de etanol 96-100% y homogenizamos. De la mezcla resultante pasamos 600 pL a
columnas QIAamp spin y las centrifugamos a maxima velocidad durante 1 minuto. Si no ha
pasado toda la muestra a través de la membrana, repetimos la centrifugacion. Se cambia el
microtubo para evitar el riesgo de que la muestra que ha pasado la membrana pueda impregnarla
de nuevo. Se anaden 500 puL de Buffer AWI1 y se centrifuga a méxima velocidad durante 1
minuto. Se cambia de microtubo y esta vez anadimos 500 pL de Buffer AW2 y centrifugamos a
maxima velocidad 3 minutos. Cambiamos de nuevo el microtubo, por uno de 1.5 ml y
afiadimos 100 pL de Buffer ATE directamente sobre la membrana. Lo incubamos 1 minuto a
temperatura ambiente antes de centrifugarlo 1 minuto a maxima velocidad. Se recogen los

microtubos con el Buffer ATE que ha arrastrado el ADN bacteriano y se almacenan a -20°C.

4.2 Control de calidad de los acidos nucleicos

La concentracion y calidad de cada muestra de ARN total se determiné utilizando un
NanoDrop ™ ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU)
analizando los ratios de absorbancia de 260/280, donde se aceptaban como validos valores de
2,0-1,8, y 260/230, donde se consideraban adecuados valores de 2,0-1,6. El ratio 260/280 indica
contaminaciéon proteica (las proteinas absorben a 280 nm) y el ratio 260/230 indica
contaminacion por sustancias quimicas usadas en la extraccion (el etanol y el isopropanol entre
otros absorben a 230 nm). Usamos 1 pL por muestra, y la muestra era diluida y repetida la
medicion si la concentracion superaba los 2500 ng/pL para garantizar que estuviera dentro de

los rangos de la maquina.

Las muestras de ARN para el estudio del perfil de miARNs en la corteza se comprobaron
también con un bioanalizador Agilent 2100. La integridad del ARN total se analiz6 con el kit
RNA Nano6000 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.) para obtener sus valores
RIN. El Small RNA Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.), especializado en el
analisis de la calidad y cuantificacion de miARNs y ARNp, se utilizé para los ARNp.
Posteriormente, con las muestras unidas en los pools finales, medimos nuevamente los perfiles
de ARNp con el Small RNA Kit siguiendo las instrucciones del fabricante, y la integridad total
del ARN con el kit de RNA Nano6000.

En el caso de las muestras de ADN bacteriano, se hizo un primer analisis con NanoDrop ™
ND-1000 Spectrophotometer siguiendo el mismo protocolo que con las muestras de ARN.
Posteriormente durante la elaboracion de las librerias, se hicieron comprobaciones de calidad y

cantidad usando TapeStation High Sensitivity DNA 1000 assay (Agilent Technologies, Santa
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Clara, CA, EE. UU.) y Qubit dsDNA BR Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
EE. UU.). Cargamos 2 puL de la muestra de ADN bacteriano diluido al 20% en agua DEPC en el
TapeStation High Sensitivity DNA 1000 assay, y 2 pL del HS D1000 Sample Buffer. Para el
Qubit dsDNA BR Assay Kit usamos 10 pL de cada muestra, a la que anadimos 190 pL de
Qubit® working solution antes de cargarlos en la maquina. Este protocolo da la concentracion
basada en una recta patron obtenida a partir de la absorbancia de dos estdndares, de 0 ng/pL y

100 ng/pL respectivamente, y la absorbancia de las propias muestras.

4.3 Retrotranscripcion

Antes de la reaccion de retrotranscripcion del ARN total, todas las muestras se sometieron a
un tratamiento con ADNasa para eliminar las trazas de ADN que pudieran haberse recuperado
en la fase de extraccion. Las muestras tenian 500-2000 ng de ARN en un volumen de 12 pL de
agua DEPC y se les afiadio 0.5 uL. de DNAse I (Ambion, Inc, Austin, TX, EE. UU.) y 1.5 uL
10x DNase I Buffer (Ambion, Inc), para someterlas durante 15 minutos a 37°C. Después se les
afnadi6 1 pL de EDTA a 1 mM para proteger el ARN y se calent6 las muestras a 85°C durante 5
minutos para degradar el enzima y frenar la reaccion, teniendo finalmente 15 pL por muestra.
Todas las reacciones de retrotranscripcion realizadas fueron en un Master cycler ep. 5341

(Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania)

Para la retrotranscripcion del ARNm, se usaron 500-2000 ng de ARN total en 15 pL y el kit
NZY First-Strand ¢cDNA Synthesis Flexible Pack (NZYtech, Lisboa, Portugal). De este kit
hemos utilizado por muestra 1uL de ANTP Mix, 1uL de Random Hexamer mix, 1uL de NZY
Reverse Transcriptase (200U), 2ul de 10x Reaction Buffer y 1yl de NZY Ribonuclease
Inhibitor, en un volumen final de 21pL. Las condiciones de la reaccion fueron 10 minutos a
25°C, 40 minutos a 50°C y 5 min a 85°C. Después se afiadié 1pul de NZY RNase H para
eliminar los restos de ARN unidos al ADNc transcrito y se incub6 a 37°C durante 20 minutos.

Las muestras de ADNc se almacenaron a -20°C hasta su uso posterior.

Para la retrotranscripcion del miARN, se usaron 100 ng de ARN total en un volumen de 1
pL de agua DEPC y el kit TagMan™ Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit (Applied
Biosystems, Barcelona, Spain). El protocolo de este kit conlleva cuatro etapas. Una primera
etapa de adicion de una cola poli(A) en el extremo 3°, donde por cada 1 ul. de muestra se
afiaden 0.25 puL de 10X Poly(A) Buffer, 0.25 uL. de ATP, 0.15 pL. de Poly(A) Enzyme y 0.85
pL de agua DEPC, en una reaccion de poliadenilacion a 37°C durante 45 minutos y 65°C 10
minutos para parar la reaccion. La segunda etapa es la ligacion en el extremo 5 de un

adaptador, a cada muestra se le afadieron 1.5 puLL de 5X DNA Ligase Buffer, 2.25 pL 50% PEG
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8000, 0.3 pL 25X Ligation Adaptor, 0.75 pL. RNA Ligase y 0.2 pL de agua DEPC, en una
reaccion a 16°C durante 60 minutos. La tercera etapa es la retrotranscripcion propiamente, en
esta etapa a cada muestra se le adicionan 3 pL de 5X RT Buffer, 0.6 uL dANTP Mix, 0.75 uL
20X Universal RT Primer, 1.5 pL 10X RT Enzyme Mix y 1.65 pL. de agua DEPC, en una
reaccion a 42°C durante 15 minutos y 85°C 5 minutos para pararla. A diferencia de las
anteriores etapas donde las muestran deben ser llevadas rapidamente a la siguiente fase, al final
de la tercera etapa las muestras pueden guardarse a -20°C durante 2 meses. La cuarta y ultima
etapa es la amplificacion del miARN, donde a 22.5 pL. de cada muestra se le afiaden 12.5 pL de
2X miR-Amp Master Mix, 1.25 pL de 20X miR-Amp Primer Mix y 8.75 pL de agua DEPC, en
una reaccion con un ciclo de 95°C durante 5 minutos para comenzarla, 14 ciclos de 95°C 3
segundos y 60°C 30 segundos, y un ciclo final de 99°C 10 minutos para finalizarla. Las muestras
se guardaron a -20°C hasta su uso. Las reacciones de los pasos 1 y 2 podian dejarse a 4°C un

maximo de una hora al finalizar hasta recoger las muestras y continuar con el siguiente paso.

Para los miARNs que se expresan poco y por tanto serian dificiles de cuantificar por RT-
gPCR se hizo una retrotranscripcion con sondas especificas, para obtener el DNAc unicamente
de estos miARNSs. Utilizamos el TagMan™ MicroRNA Reverse Transcription Kit. Siguiendo el
protocolo, usamos 0.15 pL de dNTPs con dTTPs, 1 pL de la MultiScribe™ Reverse

Transcriptase, 1.5 uL. de 10X Reverse Transcription Buffer, 0.19 pL. de RNase Inhibitor y

finalmente 4.16 pL. de agua DEPC por muestra. Afiadimos 1 pL. de 5X RT Primer, hasta un
maximo de 3 primers por muestra y retrotranscripcion. La reaccion se hizo a 16°C durante 30
minutos y 42°C durante 30 minutos para la retrotranscripcion, y se pard a 85°C durante 5

minutos. Las muestras se guardaban también a -20°C hasta la RT-qPCR.

4.4 Real-time qPCR

Se realizé una RT-PCR cuantitativa del ADNc en un LightCycler® 480 System (Roche,
Mannheim, Alemania). Los genes fueron amplificados usando 2,5 uL. de LightCycler 480 SYBR
Green I Master (2X) (Roche Applied Science, Mannheim, Alemania), 0,25 pL de los cebadores
directo e inverso (10 uM), 1 uL de agua DEPC y 1 uL. de ADNc en un volumen final de 5 pL.
Los cebadores fueron comprados a Integrated DNA Technologies (Newark, NJ, EE. UU.). La
secuencia de los cebadores usados en los genes se detalla en la tabla 3. Las condiciones de
amplificacion fueron 95°C 10 minutos, seguido de 42 ciclos de 95°C 20 segundos, 63°C 20
segundos y 72°C 20 segundos, un ciclo para el analisis de la curva de fusion de 95°C 15

segundos, 64°C 40 segundos y 97°C, y una extension final a 40°C 10 segundos.
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Tabla 3: Lista de cebadores utilizados para amplificar ADNc en los experimentos de qPCR. El

tamafio del fragmento esta dado en pares de bases.

Genes Directo (5-3") Inverso (5°-3) Tamaiio del fragmento (pb)
Smad3 CAG GGC TTT GAG GCT GGT GCT GGT CACT GTCT 105 pb
GTC TA GTC
Mapk14 GAC CGT TTC AGT CCA TCA | AAC ACA TCC AAC AGA CCA 100 pb
TTC ATC A
PP1-Gamma GAG AAC GAG ATC CGA CGT ATT CAA ACA GAC GGA 142 pb
GGA CTC GCA A
TPRV1 GCA GGA CAA GTG GGA TCG CCT CTG CAG GAA ATA 235 pb
CAG AT CT
BDNF ATT GGC TGG CGA TTC ATA | CTG TTT CCT TTC AGG TCA 250 pb
AG TGG
Nav 1.3 CAT TCA AAG GCT GGA TGA TGA CGC CGA TGA ATA 159 pb
TGG AT GA
SIRTI AGT TCC AGC CGT CTC TGT | CTC CAC GAA CAGCTT CAC 198 pb
GT AA
AKTI1 TCT ATG GTG CGG AGA CCC GAA GTC CGT TAT CTT 128 pb
TTG TG GA
IL-1R1 TGA AGA GCA CAG AGG CAT TGA TCC TGG GTC AGC 169 pb
GGA CT TT
iNOS AAT CTT GGA GCG AGT AAT CTC TGC CTA TCC GTC 219 pb
TGT GG TCG
TLR4 AGC TTC TCC AAT TTT TCA | TGA GAG GTG GTG TAA GCC 99 pb
GAACTITC ATGC
CXCLI12 GAG CCA ACG TCA AGC TCT TCA GCC GTG CAA CAA 72 pb
ATC TG TC
AQPS8 AAC TTG TGG GCT CCG CTC | ACA GCA GGG TTG AAG TGT 163 pb
TCTT CCAC
IL-1B CTC ATT GTG GCT GTG GAG | TCT AAT GGG AAC GTC ACA 168 pb
AA CA
TNF-alfa GAA CTG GCA GAA GAG AGG GTC TGG GCC ATA GAA 203 pb
GCA CT CT
COX 2 CAT TGA CCA GAG CAG GGC TTC CAG TAT TGA GGA 288 pb
AGA GATG GAAC
IL-10 AGG CGC TGT CAT CGA TTT | ATG GCC TTG TAG ACA CCT 104 pb
CT TGG
CXCL10 ATG ACG GGC CAG TGA TCA ACA CGT GGG CAG GAT 76 pb
GAA TG AG
ITNL1 TCC AGT CAG CAA GGC CAG GTT CTC AGC CTG GAT 141 pb
AACAGA G GTC A
CFTR CCA TCA GCA AGC TGA GTA GGG TTG TAA TGC CGA 155 pb
AAGCAGG GACG
CDH1 GGT CAT CAG TGT GCT CAC | GCT GTT GTG CTC AAG CCT 105 pb
CTCT TCAC
Muc2 GCT GAC GAG TGG TTG GAT GAG GTG GCA GAC AGG 135 pb
GTG AAT G AGAC
Ppia CGC GTC TCC TTC GAG CTG | TGT AAA GTC ACC ACC CTG 150 pb
TTTG GCA CA
snRNA U6 GCT TCG GCA GCA CAT CGC TTC ACG AAT TTG CGT 89 pb
ATA CTA AAAT GTC AT
Region 16S TCG TCG GCA GCG TCA GTC TCG TGG GCT CGG AGA ~460 pb
rRNA V3-V4 GAT GTG TAT AAG AGA TGT GTA TAA GAG ACA GGA
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CAG CCT ACG GGN GGC CTA CHV GGG TAT CTA ATC
WGC AG C

El nivel del ARNm del gen ciclofilina A (PPIA), un gen constitutivo o housekeeping,
fue usado como control interno para la normalizacién. El ratio de la expresion relativa entre el
gen diana y el de referencia se calcul de acuerdo con la ecuacion de Pfaffl (Pfaftl, 2001), que
se basa en la proporcion obtenida de la relacion entre los valores umbral del ciclo (Ct, numero
de ciclos necesario para que el ADNc se amplifique hasta alcanzar un nivel detectable) de la
muestra y los valores Ct del control. Todos los datos fueron analizados usando el software de

cuantificacion relativa LightCycler 480, incluyendo también las RT-qPCR de los miARNS.

Para el ADNc proveniente de los miARNs la RT-PCR cuantitativa realizada fue diferente,
aunque también se usé un LightCycler® 480 System (Roche, Mannheim, Alemania). Se
realizaron dos metodologias distintas, dependiendo de la retrotranscripcion realizada. Los
miARN en los que la retrotranscripcion fue inespecifica (sin usarse primers en ella) fueron
amplificados usando 2,5 pL de TagMan Fast Advanced Master Mix (Thermo Fisher Scientific),
0,25 pL del cebador, 1.25 pL de agua DEPC y 1 uL de ADNc en un volumen final de 5 pL. Las
condiciones de amplificacion fueron 95°C 1 minuto, seguido de 50 ciclos de amplificacion a
95°C 5 segundos y 60°C 30 segundos, y una extension final a 40°C 30 segundos. EI ARN
pequeno nucleolar U6 fue usado para la normalizacion de los miARN analizados mediante este

kit. Las secuencias de las sondas de miARNSs se especifican en la tabla 4.

Tabla 4: Lista de sondas utilizadas para amplificar los miARNs en los experimentos de qPCR:

Secuencia
CUGAAGCUCAGAGGGCUCUGAU
UCCCUGAGGAGCCCUUUGAGCCUG

Localizacion
Chr.14: 100882979 - 100883075 [+]
Chr.X: 53053255 - 53053353 [-]

Sonda
hsa-miR-127-5p

mmu-miR-351

hsa-miR-99a Chr. 21 - 16539089 - 16539169 [+] AACCCGUAGAUCCGAUCUUGUG
hsa-miR-143 Chr.5: 149428918 - 149429023 [+] UGAGAUGAAGCACUGUAGCUC
mmu-miR-181b-2* Chr.2: 38853830 - 38853918 [+] CUCACUGAUCAAUGAAUGCAAA
hsa-miR-7-2* Chr.15: 88611825 - 88611934 [+] CAACAAAUCCCAGUCUACCUAA

UUUGGCACUAGCACAUUUUUGCU
UUUGGCAAUGGUAGAACUCACACCG
CAUCUUACCGGACAGUGCUGGA
CCUGUUCUCCAUUACUUGGCUC
UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA
UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU

mmu-miR-96 Chr.7: 129774692 - 129774769 [-]
Chr.6: 30165918 - 30165992 [-]
Chr.1: 1167863 - 1167952 [+]
Chr.1: 74394310 - 74394394 [+]
Chr.17: 59841266 - 59841337 [+]
[

Chr.22: 46113686 - 46113768 [+]

mmu-miR-182-5p

mmu-miR-200a-5p
hsa-miR-26b*
hsa-miR-21
hsa-let-7b-5p

hsa-miR-146a-5p

Chr.5: 160485352 - 160485450 [+]

UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU

mmu-miR-181a-5p

Chr.1: 137966455-137966541 [+]

AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU

mmu-miR-155-5p

Chr.16: 84714140 - 84714204 [+]

UUAAUGCUAAUUGUGAUAGGGGU

Por otra parte, los miARNs con una retrotranscripcion especifica (con primers) fueron

amplificados usando 2,5 pL. de TagMan™ Universal PCR Master Mix, no AmpErase™ UNG
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(Applied Biosystems, Warrington, Reino Unido), 0,25 pL del cebador, 1.25 pL de agua DEPC y
1 uL de ADNc en un volumen final de 5 pL. Las condiciones de amplificacion fueron 95°C 10
minutos, seguido de 50 ciclos de 95°C 15 segundos y 60°C 1 minuto, y una extension final a
40°C 30 segundos. MiR-181a y miR-181b fueron usados como controles internos para el perfil

de los miRNAs corticales. En la tabla 4 vienen listadas las sondas usadas para los miARNS.

5 Generacion de librerias
5.1 Librerias de ARNp y su secuenciacion

Para la preparacion de las librerias de ARNp, se utilizaron 100 ng de la fraccion de ARNp
de muestras de corteza, mediante el Truseq library prep Small RNA Sample Preparation kit
(Illumina, San Diego, USA), con los indexes del Set A. De cada grupo se escogieron las 9
muestras mas similares entre si, y se mezclaron de manera equimolar para generar tres pooles
por cada una de las cuatro condiciones experimentales, teniendo un total de 12 librerias finales.
De cada libreria se cogid 1 pg de ARN en 5 pL. de agua DEPC y se le afiadid 1 pL de RNA 3’
Adapter. Después de calentarlo a 70°C durante 2 minutos, se afiadieron 2 pL de 5X HM
Ligation Buffer, 1 pL. de RNase Inhibitor y 1 pL. de T4 RNA Ligase 2. Se incubo la mezcla a
28°C durante 1 hora, antes de parar la reaccion con 1 pL de Stop Solution. Se dejo otros 15
minutos a 28°C antes de colocar las muestras en hielo. Mientras calentamos a 70°C durante 2
minutos 1.1 uL de RNA 5’ Adapter por muestra. A este adaptador le afiadimos 1.1 puLL de 10mM
ATP y 1.1 pL de T4 RNA Ligase por cada muestra, y pipeteamos la mezcla en las librerias
colocadas en hielo. Incubamos la reaccion 1 hora a 28°C para permitir la ligacion del adaptador

5"y las colocamos de nuevo en hielo.

El ADNc de los miARN se obtuvo mediante el Superscript I Reverse Transcriptase kit
(ThermoFisher Scientific, Carlsbad, CA, EE. UU.). De cada libreria se recogieron 6 ul y se les
afiadio 1 pL de RNA RT Primer, dejandolo incubar a 70°C durante 2 minutos. Después de
retirarlo y colocarlo en hielo, para realizar la retrotranscripcion, a cada libreria se le aplican 2
pL de 5X First Strand Buffer, 0.5 pL de 12.5 mM dNTP Mix, 1 uL de 100 mM DTT1, 1 pL de
RNase Inhibitor y 1 puL de la SuperScript II Reverse Transcriptase. La mezcla se incubo 1 hora a
50°C. Finalmente, para amplificar las librerias mediante PCR, usamos 8.5 pL de agua DEPC, 25
pL de PML, 2 pL de RP1 (RNA PCR Primer) y 2 pL. de RPIX (RNA PCR Primer Index), en
una reaccion a 98°C durante 30 segundos, 15 ciclos de 98°C 10 segundos, 60°C 30 segundos,
72°C 15 segundos, y un tultimo ciclo de 72°C durante 10 minutos. Después se hizo una

verificacion de las librerias mediante High Sensitivity DNA chip.
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Se visualizaron y cuantificaron en un bioanalizador Agilent 2100 antes de la secuenciacion.
Se prepard una mezcla multiplexada a partir de cantidades equimolares, provenientes de las
librerias de ARNp elaboradas en los pasos previos, que fue secuenciada durante 50 ciclos de

lecturas en la plataforma Illumina HiSeq. 2000 (Illumina, San Diego, CA).

5.2 Librerias del 16S rRNA bacteriano y su secuenciacion

Las librerias del gen 16S (ARNr 16S) procaridtico, un gen de ARN ribosémico, se
generaron a partir del ADN extraido de las heces mediante una PCR para la region variable V3-
V4 y el protocolo de Illumina /6S Metagenomic Sequencing Library Preparation. Este
protocolo fue escogido por tener una alta cobertura de especies bacterianas (94,5%). Primero,
amplificamos la region de interés usando cebadores especificos con adaptadores overhang (tabla
3, region 16S rRNA V3-V4). Para la amplificaciéon de cada muestra se usaron 2,5 pL de DNA
genodmico microbiano (5Sng/pL), 1 pL de cada Amplicon PCR Primer, Forward y Reverse (las
sondas especificas para la region) a concentracion 5 pM, 12,5 pL de KAPA HiFi HotStart
ReadyMix y 8 pL de agua DEPC. La reaccion consistio en 95°C durante 3 minutos, 25 ciclos a
95°C, 55°C y 72°C 30 segundos cada uno, y 72°C durante 5 minutos. Tanto esta PCR como la

siguiente fueron realizadas en un Master cycler ep. 5341.

Los cebadores no unidos, los fragmentos de cebadores formando dimeros y otros
contaminantes se eliminaron utilizando esferas AMPure XP (Illumina, San Diego, CA). Al
finalizar la PCR, las muestras fueron centrifugadas a 1000 g durante 1 minuto antes de afiadirles
20 uL de esferas AMPure XP por muestra y homogenizarlas pipeteando. Las muestras se dejan
incubar a temperatura ambiente por 5 minutos para permitir la uniéon de los fragmentos de ADN
con las esferas, antes de colocarse en un iman durante 2 minutos. Se recoge el sobrenadante
transparente con pipeta, dejando en el fondo el ADN unido a las esferas atraidas por el iman.
Sin retirar del iman, se lavan las muestras anadiendo 200 puL de etanol 80% por muestra, se deja
incubar 30 segundos y se retira el sobrenadante con pipeta. Realizamos un segundo lavado igual
al anterior. Después de retirar el sobrenadante, dejamos secar las muestras durante 10 minutos
para eliminar todo resto de etanol. Retiramos las muestras del iman, afiadimos 32.5 pL de agua
DEPC vy, con la pipeta, homogenizamos las esferas en el agua, permitiendo que el ADN se
libere de ellas. Se deja incubar las muestras durante 2 minutos, las colocamos en el iman y
transferimos 30 uL del sobrenadante de las muestras a una nueva placa, arrastrando el agua el
ADN bacteriano amplificado y con las impurezas eliminadas. En esta etapa se pueden guardar

las muestras a -20°C.

Se realiz6 una segunda PCR utilizando Nextera XT Index 1 Primers (N7XX) y 2 Primers
(S5XX) (Illumina, San Diego, CA). En la tabla 5 se muestran los indexes de Nextera utilizados.
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En esta segunda PCR, se utilizaron 2,5 pL de cada una de las muestras provenientes de la
anterior PCR, 12,5 uL. de KAPA HiFi HotStart ReadyMix, 2,5 pL. de Nextera XT Index 1
Primers y 2 Primers, y 5 uL de agua DEPC en una reaccion de 95°C durante 3 minutos, 8 ciclos
de 95°C, 55°C y 72°C durante 30 segundos cada uno, y 72°C durante 5 minutos. Repetimos el
lavado con las esferas AMPure XP igual que el anterior. Las placas con las librerias eran

guardadas a -20°C hasta la cuantificacion y secuenciacion.

Tabla 5: Lista de indexes Nextera utilizados para marcar las muestras de ADN bacteriano antes de

secuenciar:

Index S Secuencia Index N Secuencia
502 CTCTCTAT 701 TAAGGCGA
503 TATCCTCT 702 CGTACTAG
504 AGAGTAGA 703 AGGCAGAA
517 GCGTAAGA 704 TCCTGAGC

705 GGACTCCT
706 TAGGCATG

La calidad y el tamafio de los productos finales se evaluaron con el kit TapeStation High
Sensitivity DNA 1000 (Agilent Technologies, EE. UU.), y la concentracion se calculé usando
un kit de ensayo Qubit® dsDNA BR Assay Kit. Conociendo el tamafio del amplicon y las
concentraciones de las muestras, se crearon duplicados de ellas a 10 nM. Luego, de cada
muestra de 10 nM se cogieron 2,5 ul y se juntaron en una unica libreria a 10 nM compuesta por
todas las muestras, que seria la libreria secuenciada. El conjunto se volvid a cuantificar
utilizando el kit TapeStation High Sensitivity DNA 1000 y el Qubit. De la libreria de muestras
se prepar6 una alicuota a 4 nM, de la que se recogieron 5 puL para desnaturalizarlos afiadiendo 5
pL de NaOH a 0,2 N. Se incuban ambos durante 5 minutos a temperatura ambiente y paramos la
reaccion afiadiendo 990 pL de HT1, para tener el ADN en forma monocatenaria y a 20 pM.
Llevamos la libreria a 8 pM de concentracion final para la secuenciacion, que se realizo en la
plataforma Illumina MiSeq utilizando un protocolo de lectura 250 pb paired-end (leyendo las
moléculas desde ambos extremos) de acuerdo con las especificaciones del fabricante con la

adicion de un 25% de PhiX. El disefio experimental se muestra en la Figura 11.
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6 Meétodos antigeno - anticuerpo
6.1 Western blot

Las muestras de corteza cerebral fueron homogenizadas usando un Ultra-Turrax T8 en bufer
de lisis con la siguiente composicion: 1% NP-40 de tipo Tergitol (NP-40), clorhidrato de Tris
(hidroximetil) aminometano 20 mM (Tris-HCI) pH 8, 130 mM NaCl, 10 mM fluoruro soédico
(NaF), 10 pg/ml aprotinina, 10 mg/ml leupeptina, 10 pM Ditiotreitol (DTT), 1 mM
ortovanadato de sodio (Na3VOs)y 1 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF). La cantidad de
bufer usada por muestra se ajustd a 0,5 ml de bafer por cada 250 mg de tejido. Con las muestras
de tejido proveniente de intestino, fue necesario usar un sonicador en lugar del Ultra-Turrax

debido a la mayor resistencia presentada por dicho tejido.

Las muestras fueron mantenidas en hielo durante 30 minutos, periodo en el que eran
homogenizadas mediante un agitador vortex cada 5-10 minutos, para después ser centrifugadas
a maxima velocidad (16000 g) durante 10 minutos. Después se recogio el sobrenadante en un
microtubo nuevo y se descartd el precipitado. Para determinar la concentraciéon proteica
utilizamos el Ensayo Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, Estados Unidos). Este método se basa
en el cambio de color de los reactivos dependiendo de las concentraciones de proteinas de las
muestras, de las que se mide la absorbancia mediante un espectrofotometro y comparandose
frente a una recta de absorbancia de muestras de las que conocemos su concentracion. En una
placa ponemos 2 pl. de muestra y les aplicamos 244.8 puL de Reactivo A y 5.2 uL de Reactivo
B, para dejarlo incubando en oscuridad y agitacion durante 30 minutos a 37°C, antes de medirlo

a 570 nm.

Para realizar los western blots, a las muestras se les afiadid antes de cargarlas tampon de
carga 6x (350mM Tris pH 6.8, 30% glicerol, 30% [B-mercaptoethanol, 100g/L dodecilsulfato
sodico (SDS), 200mg/L azul de bromofenol) y se calentaron a 95°C durante 5 minutos para su
desnaturalizacion. Las proteinas de los lisados fueron posteriormente separados usando geles
SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico) de 1,5 mm de
grosor y con porcentajes de acrilamida de entre 6 y 18% seglin el peso molecular de los
fragmentos a analizar. Para la solidificacion de los geles se afiadio, por cada 1 ml de gel, 10 puL
de APS al 10% y 1,3 puL de temed (Amresco, Solon, OH, EE. UU.). Se transfirieron a
membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF), aplicando un voltaje de 100 V durante 1 h, o
30 V si se realizaba durante la noche, en un bufer compuesto al 10% Tris-Glycine 10X solution
(Fisher Bioreagents, Madrid, Espafia), 70% de agua y 20% de metanol. Las membranas fueron
bloqueadas en Tris buffer salino (TBS) conteniendo 0,1% de Tween-20 (TBS-T) y al 5% de
albumina de suero bovino (BSA), durante 30-45 minutos. Las membranas fueron incubadas

durante la noche con los siguientes anticuerpos primarios: anti-TLR4, anti-iNOS, anti-COX2 y
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anti-GAPDH, este ultimo como control de carga. TLR4, iNOS y COX2 fueron incubados
durante la noche, y GAPDH durante una hora. Los anticuerpos vienen listados en la tabla 6.
Posteriormente, las muestras se lavan 3 veces con TBS-T 0,1% y se incuban con los
correspondientes anticuerpos secundarios durante 1 hora a temperatura ambiente. Las
membranas se revelaron usando el kit Pierce ECL Plus Western Blotting Substrate (Thermo
Fisher). Por membrana se afiaden 2 ml de ECL Plus Solution A y 50 pL. de ECL Plus Solution
B, y se deja incubar 5 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Las membranas se
revelaron en un sistema de fotodocumentacién Q9 Alliance (Uvitec, Cambridge, Reino Unido).

La intensidad de la banda fue cuantificada usando el software de anélisis ImagelJ 1.44p.

Tabla 6: Listado de los anticuerpos utilizados.

Anticuerpo Organismo Dilucién usada Empresa
TLR4 Raton 1:1000 Santa Cruz Biotechnology
iNOS Conejo 1:1000 Santa Cruz Biotechnology
COX2 Conejo 1:1000 Santa Cruz Biotechnology
GAPDH Conejo 1:3000 Santa Cruz Biotechnology
HRP-IgG-Conejo Cabra 1:20000 Sigma-Aldrich
HRP-IgG-Raton Conejo 1:5000 Sigma-Aldrich

6.2 Analisis de citoquinas

Para los niveles de interleucina 1 (IL-1PB) y fractalquina (CX3CL1) en las muestras de
corteza cerebral de raton, la cuantificacion se realizo a través del método ELISA usando kits de
Peprotech (Rocky Hill, NJ, EE. UU.). Se diluyeron los anticuerpos de captura en PBS hasta
tenerlos a concentracion 1 pg/ml, se afiadieron 100 pL en cada pocillo de una placa ELISA y se
dejaron incubando durante la noche a temperatura ambiente, con los pocillos sellados. Al dia
siguiente se elimino el PBS por aspiracion y se realizaron cuatro lavados con 300 uL. de bufer
de lavado (0,05% Tween-20 en PBS), eliminando el bufer de nuevo por aspiracion. Se
afadieron en cada pocillo 300 puL de bufer de bloqueo (PBS al 1% de BSA) y se dejaron
incubando 1 hora a temperatura ambiente, para después repetir los cuatro lavados anteriores.
Después se usaron 100 pL. de muestra por pocillo y se dejaron incubando 2 horas a temperatura
ambiente. Se hicieron cuatro lavados y se afiadio 100 pL del anticuerpo de deteccion a
concentracion 0,5 pg/ml, y se repitio la incubacion de 2 horas a temperatura ambiente.
Realizamos de nuevo los cuatro lavados y afiadimos 100 pL del conjugado HRP, para dejarlo
incubando 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente realizamos los ultimos cuatro
lavados, aplicamos 100 pL de la solucion de sustrato e incubamos las muestras a temperatura

ambiente previamente a cuantificaciéon mediante un espectrofotometro.
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7 Analisis metabolomico

Se recogieron muestras (n = 4 por grupo) congeladas de tejido de corteza cerebral de
ratones macho WT y alcohdlicos cronicos WT de la misma cohorte usada para los estudios de
las heces. Se pesaron (~ 70 mg por muestra) sin dejar que se descongelaran. Luego, se
agregaron 480 pul de metanol y las muestras se agitaron y homogeneizaron. A continuacion, se
realizaron 2 ciclos de descongelacion (1 minuto en N, liquido y 5 minutos a temperatura
ambiente). Posteriormente, se agregaron 360 pL de CHCl; y 360 pL de agua mQ, se agitaron en
vortex y se centrifugaron a 12.000 g durante 15 minutos a 4 ° C. Las fases resultantes se
separaron: la fase superior (extracto polar en metanol / agua) se recogid, se congeld en nitrogeno

liquido, se liofiliz6 y se almacen6 a -80°C hasta su uso.

Para la preparacion de la muestra para la resonancia magnética nuclear (RMN), el extracto
recogido se dejo descongelar, se solubilizé en 550 ul de tampon fosfato (NaP 0,1 M, pH = 7,4,
TSP 0,1 mM, D;O) y se transfiri6 a un tubo de RMN. Los espectros Noesy 1D con
presaturacion se consiguieron realizando 400 scans (ns = 400), en un espectrometro de 600MHz
con criosonda, a 27°C. A los espectros se les aplico la transformada de Fourier y
automaticamente se corrigio la fase (que las sefiales fueran simétricas) y se referencio a la sefal
del estandar TSP con Topspin3. Los metabolitos se asignaron y cuantificaron automaticamente

con una plantilla de integracion con el software MestreNova en todas las muestras.

8 Cultivos

Los cultivos primarios de astrocitos corticales (98 + 0,5% células positivas para GFAP) se
hicieron con crias de hasta 1 dia de edad, siguiendo el protocolo del laboratorio (Pascual-Lucas
et al., 2014). Las cortezas cerebrales de crias de fenotipo silvestre (WT) (6-8 animales por
cultivo) se diseccionan para eliminar las meninges y las zonas del cerebro que no interesan en
condiciones estériles y se disocian mecanicamente mediante aspiracion con pipeta. Para obtener
unicamente astrocitos, el extracto se somete mediante un agitador vortex a 2500 rpm de
velocidad durante un minuto y se filtra a través de una malla de nylon, que permanecid
sumergida previamente 30 minutos en etanol 70% para su esterilizacion, con un tamafio de poro

de 22 pm para eliminar agregados celulares.

Las cé€lulas se cultivan en medio DMEM con 4,5 g/L glucosa y L-glutamina (Lonza,
Walkersville, MD, EE. UU.) al que hemos incorporado suero bovino fetal (FBS) al 20%
suplementado con L-glutamina (1%), glucosa (1%), fungizona (1%) y antibiotico

(penicilina/estreptomicina) (1%) (Gibco-Life Technologies, Dublin, Irlanda). Las células se
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cultivaron en placas de poliestireno de 60 x 15 mm (Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht,
Alemania), con un area de crecimiento de 21 cm?, en 5 ml de medio de cultivo por placa, en una
atmosfera humidificada al 5% CO;/ 95% aire a 37 ° C, cambiandose el medio al cuarto dia.
Después de una semana de cultivo, el FBS se reduce al 10%, se elimina la glucosa y se cambia
el medio dos veces por semana. Las células se cultivan hasta una confluencia de 70-90%, a los
13-15 dias de cultivo. Se hace un cambio de medio sin suero y con 1 mg / ml de BSA durante al

menos 3 h antes del tratamiento para estabilizar las células.

Para los analisis de citotoxicidad in vitro se realizaron dos tipos de experimentos. En un
primer experimento se incubaron astrocitos durante 24 h con diferentes concentraciones de
BDMC (0.5, 2, 4 y 8 uM) o dosis equivalentes de StCIPr-BDMC-ANG (n = 5). En un segundo
experimento las células astrogliales se incubaron con 8 uM de StCIPr-BDMC-ANG o BDMC,
la maxima concentracion usada en el primer experimento, a diferentes tiempos (24, 48 y 72 h)
(n = 7). Las células se mantuvieron en una atmosfera himeda a 37°C con 5% CO, / 95% aire a
37°C. Astrocitos corticales tratados con PBS se usaron como control para el tratamiento con el
conjugado StCIPr-BDMC-ANG, y astrocitos corticales tratados con dimetilsulfoxido (DMSO)
se usaron como control para el tratamiento con BDMC. Para la evaluacion de la citotoxicidad, el
ensayo de LDH se realizd conforme al protocolo del fabricante (Thermo Scientific, Rockford,
Illinois, EE. UU.). Para determinar la actividad de LDH, se resto la absorbancia a 680 nm (senal
de fondo) de la absorbancia a 490 nm. Los resultados son presentados como un porcentaje de
citotoxicidad de la méxima liberacion de LDH en el control. Se realizaron dos replicados para

cada experimento.

9 Analisis bioinformatico
9.1 Procesamiento de los datos provenientes de las librerias de 16S rRNA.

Se ha utilizado el paquete DADA2 R para realizar el control de calidad de las lecturas y
alineaciones. Esta protocolo de trabajo filtra por calidad de las lecturas considerando la cantidad
de errores maximos esperados y el nimero de N en las secuencias y recorta las secuencias que
han pasado el filtro. Se utilizaron FastQC version 0.11.9 y MultiQC version 1.8 para tener una
vision integral de la calidad de secuenciacion en el conjunto de muestras general. Se aplicd
Divisive Amplicon Denoising Algorithm (DADA) en el proceso de limpieza de las lecturas. La
union de lecturas solo se realizaba cuando tenian al menos 12 pb que se superponian entre
ambas lecturas y las lecturas que eran quimeras fueron eliminadas. El producto es una tabla de

variantes de secuencia de amplicones (ASV) (un analogo de la tabla OTU tradicional con mayor
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sensibilidad y resolucion (Callahan, McMurdie, & Holmes, 2017) usado con frecuencia en

estudios de especies en ecosistemas. Los graficos se generaron con el paquete ggplot.

Las secuencias se clasificaron desde el nivel de filo hasta el de especie. Para asignar un
ASYV al nivel de especie se requiere una coincidencia exacta con la secuencia de referencia.
Silva v138 fue utilizado como base de datos de referencia para identificar y clasificar
taxonomicamente las secuencias leidas. Los ASVs del mismo filo o Gram se unieron con su

respectivo grupo / clasificacion.

9.2 Procesamiento de los datos provenientes de las librerias de ARNp.

El analisis de control de calidad de los archivos de secuenciacion fastq resultantes en la
corteza cerebral se realizd usando FastQC, version 0.11.6 (Langmead, Trapnell, Pop, &
Salzberg, 2009). Luego, las secuencias adaptadas con Cutadapt version 1 (Martin, 2011) se
recortaron y filtraron. Las lecturas que fueron validadas se mapearon contra las bases de datos
buscando homologos del ARN no codificante (ncRNA) con Bowtie, version 2.2.5 (Langmead &
Salzberg, 2012), y con la version 2.1.0 del software TopHat (D. Kim et al., 2013). Se utilizaron
filtros de normalizacion y post-alineacion para eliminar las lecturas de baja calidad, alineaciones
caracterizadas por errores en la secuenciacion o emparejamientos erroneos. Los conteos de las
lecturas se generaron utilizando el software de programacion Python y PERL, que permite
detectar y anotar supuestos miARNs de interés. Después de obtener una matriz de conteos, los
datos de expresion génica se exploraron mediante Andlisis de Componentes Principales (ACP)
y métodos de agrupacion. Los conteos sin procesar fueron normalizados utilizando el método de

normalizacion Trimmed mean of M values (TMM) (Robinson & Oshlack, 2010).

Para la expresion diferencial, el disefio fue analizado a partir del paquete Bioconductor
edgeR (Robinson, McCarthy, & Smyth, 2010), ajustando un Modelo Lineal Generalizado
Binomial Negativo donde la matriz de disefio incluia un factor para todos los grupos
experimentales. Esta prueba detecta los genes expresados diferencialmente entre grupos
experimentales. Se utilizd el procedimiento de correccion del p valor de prueba multiple
convencional propuesto por Benjamini-Hockberg para derivar los valores p ajustados

(Benjamini & Hochberg, 1995).
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10 Analisis estadistico

Se utilizaron scripts R personalizados en el analisis bioinformatico. Se realizé un non-metric
multidimensional scaling (NMDS) basado en Bray-Curtis de todas las muestras para visualizar
los grupos en un espacio dimensional reducido. Para estimar la diversidad y abundancia de la
microbiota se calculd la diversidad alfa. Se usé el indice de Shannon para medir la uniformidad
de las especies (nivel de abundancia similar entre especies), y el indice de Chaol para estimar la
riqueza o abundancia del microbioma en las muestras, finalmente se realiz6 una prueba U de
Mann-Whitney para probar si existen diferencias significativas entre grupos. Se utilizo el
paquete DESeq?2 para realizar la prueba de abundancia diferencial. El tamafo de la libreria se
corrigié usando un recuento posterior en funcion sizefactor. La correccion de inferencia
multiple de los p valores se realizd con el método Benjamini-Hochberg. Los analisis de
correlacion se realizaron utilizando la correlacion de Spearman, y la transformacion de relacion

logaritmica centrada se aplico en la tabla ASV antes de calcular la correlacion.

Los resultados son presentados como mediatSEM. La estadistica significativa fue
determinada mediante One-way ANOVA, Two-way ANOVA, la prueba T de student y la
prueba de Kruskal-Wallis usando las pruebas de multiples comparaciones de Tukey y Dunn
como post-tests. La diferencia estadisticamente significativa fue considerada en p valor < 0,05.
Las pruebas para analisis estadistico de los datos de expresion génica obtenidos por qPCR y los
datos de proteinas obtenidos por western blot y ELISA se llevaron a cabo utilizando el software
estadistico GraphPad Prism v5.01 o la v8.0.2 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EE. UU.).
Para los andlisis de validacion y la bioinformatica del perfil de miRNAs en corteza cerebral se

usaron el software SPSS v17.0 y el software R version 3.4.3.
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1 Analisis de los miARNSs corticales mediante Next-Generation
Sequencing (NGS)

La corteza cerebral es una de las regiones del organismo mas afectadas por los efectos
perniciosos del consumo de alcohol (Alfonso-Loeches, Pascual-Lucas, Blanco, Sanchez-Vera,
& Guerri, 2010), tanto a nivel tisular, como celular y molecular. Los miARNs, componentes
clave en la regulacion de los procesos biologicos del organismo (Gebert & MacRae, 2018), no
escapan a las alteraciones provocadas por esta droga (Martinez et al., 2019; Miranda, 2014). Por
tanto, el primer objetivo de la presente tesis fue comprobar las modificaciones en la expresion
de los miARNS en la corteza cerebral causadas por el etanol, y si la ausencia del receptor TLR4,

componente del SII, influia en los niveles de estos reguladores.

Para evaluar los miARNs expresados diferencialmente en las cortezas de los ratones
tratados y sin tratar con alcohol, se realiz6 una secuenciacion y un analisis posterior. La figura
12 muestra la metodologia empleada de forma esquematica. Para el aislamiento del ARN, de las
44 muestras de corteza iniciales solo 36 de ellas tenian una calidad 6ptima (un valor RIN

superior a 7,5) para un analisis de secuenciacion, mientras que las restantes fueron descartadas.

Métodos Bioinformaticos
Secuenciacion del ARN pequeiio

Procesamiento de

44 ratones: 11 ratones por condicién Q
WT y WT +Etanol las secuencias :

TLR4-KQO y TLR4-KO + Etanol

...

Extraccion y aislamiento de ARN (miRNeasy kit)

Conteo a puthﬂﬁ
Calidad y cantidad del ARN
(Bioanalizador y Nanodrop)
Pool del ARN pequeiio: 3 mucstras de ARN Normalizacién R
pequeiio por cada condicion (12 en total)
Expresion

diferencial Bioconductor
Generacion de las librerias de ARN pequeiio
(Truseq smallRNA kit) 12 librerias

Perfil
funcional \C

)

Secuenciacion (Hiseq 2000 Ilumina)

Figura 12: Protocolo de trabajo seguido para la secuenciacion de los miARNSs.
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Después de comprobar la calidad del ARN, se generaron 12 muestras finales,
provenientes de juntar las 9 muestras en mejores condiciones de cada una de las 4 condiciones
(WT, WT etanol crénico, TLR4-KO y TLR4-KO etanol cronico) en 3 muestras nuevas. La
combinacion para obtener 3 muestras por condicidon se hizo como estrategia para mejorar la
rentabilidad y eficiencia del muestreo, ya que algunos estudios sugieren que la combinacién de
muestras minimiza la cantidad de informacion que se pierde por estar por debajo del umbral de

deteccion (Schisterman & Vexler, 2008).

Los analisis bioinformaticos revelaron que las secuencias obtenidas tenian una calidad
alta (QC, nivel de calidad Phred superior a 39 en las 12 muestras) (figura 13), después de filtrar
los datos con la version 1.8 de Cutadapt (Martin, 2011). Para el mapeo de las secuencias, los
alineamientos de las secuencias cortas y el QC de las secuencias obtenidas se usaron Bowtie
v.2.2.5 (Langmead & Salzberg, 2012) y TopHat v.2.1.0 (D. Kim et al., 2013). Después se
utilizaron los softwares de programacion Python y PERL, con los que pudimos detectar los

miARNSs de interés (figura 12).

Puntuacién de calidad en las bases (Sanger/lllumina 1.9 encoding)
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Posicién en Ia lectura (pb) Calidad media de la secuencia (Pixed Score)

Figura 13. La puntuacion de calidad de las secuencias, el valor Q, fue superior a 39 en todas las

muestras, siendo la longitud con los mejores Q valores la de 51 nucleétidos.

También en relacion con la calidad del ARN, la distribucion de la longitud de las lecturas
de ARNp obtenidas por NGS revel6 un patrén constante, con un pico entre los 19-25
nucledtidos, que corresponde al tamafio medio de los miARNSs (figura 14). Un resumen de las
lecturas de las 12 librerias y su calidad, antes y después del procesamiento informatico

(trimmeado), viene detallado en la tabla 7.

Tabla 7: Secuenciacion y calidad de las lecturas. La tabla muestra el nimero de secuencias obtenidas

en cada libreria, la longitud media de las lecturas, el promedio de la informacion total en mega bases
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obtenida y la media de la calidad de secuenciacion. Estos resultados se indican antes y después del

proceso de trimmeado.

Datos brutos

Datos tras el tratamiento informatico

Libreria 1 3.694.335 51 188 39,26 3.538.978 45 159 39,23
Libreria 2 4.000.000 51 204 39,27 3.902.460 45 178 39,25
Libreria 3 3.347.939 51 170 39,27 3.235.803 45 146 39,22
Libreria 4 4.000.000 51 204 39,29 3.867.763 44 172 39,25
Libreria 5 3.737.208 51 190 39,32 3.648.401 45 165 39,30
Libreria 6 3.453.060 51 176 39,29 3.292.011 45 150 39,28
Libreria 7 4.000.000 51 204 39,28 3.832.890 44 168 39,23
Libreria 8 3.695.752 51 188 39,31 3.544.072 45 161 39,29
Libreria 9 2.593.533 51 132 39,31 2.500.610 45 114 39,31
Libreria 10| 3.362.150 51 171 39,31 3.261.983 44 145 39,27
Libreria 11| 3.851.194 51 196 39,31 3.755.273 45 169 39,28
Libreria 12| 3.162.596 51 161 39,33 3.080.880 45 141 39,31

El diagrama

mostrado en la figura 14A también muestra los porcentajes de

calidad MAPQ frente a la base de datos de ARNp no codificante. El MAPQ cuantifica la

probabilidad de que una lectura este mapeada de forma erroénea, en base a cual seria su mejor

alineamiento dentro del genoma. En el diagrama indicamos que mas del 60% de las lecturas

tienen un MAPQ > 30 en todas las muestras. Esto significa que la probabilidad de que este

mapeo sea incorrecto es de 1 entre 1000.
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Calidad N° Lecturas %
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4.879.400 % [ 068% antisense
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Figura 14. (A) Calidad del mapeo de las lecturas y distribucion de MAPQ por la longitud de las

lecturas, medida en nucledtidos (21-25nt representa las lecturas de miARN). (B) Porcentaje de las

lecturas que han mapeado en los distintos tipos de ARNp.

Después de la secuenciacion, se obtuvieron un total de 42.897.767 + 417.609 lecturas
brutas de las 12 muestras corticales. Una vez realizado el trimmeado, consideramos que el 95%
de las secuencias tenian niveles de calidad adecuados para los andlisis posteriores, con un Q
valor de 39 o superior, y se obtuvieron en total 41.461.124 + 406.609 lecturas adecuadas para el
estudio. Los datos también indican que alrededor del 19% de las lecturas correspondian a
secuencias de miARN. Aunque la poblaciéon mas abundante era snoARN (ARN pequeno
nucleolar, ARNpn), las lecturas de miARN que obtuvimos fueron suficientes para continuar con
el objetivo del estudio (figura 15B), analizar los perfiles de expresion de los miARNs. En la

tabla 8 se indica el porcentaje de cada ARNp en cada una de las librerias secuenciadas.

Tabla 8: Resumen del porcentaje de cada miARN no codificante en las 12 librerias analizadas. Las
lecturas trimmeadas se mapearon contra bases de datos para ARN no codificantes homologos

(ncARN) usando los softwares Bowtie version 2.2.5 y TopHat version 2.1.0.

e e e D T e

processed_transcript | 0,486 | 0,409 | 0,497 | 0,844 | 0,290 | 0,274 | 0,800 | 0,253 | 0,223 | 0,705 | 0,260 | 0,232

lincRNA 6,507 | 5,581 | 6,291 | 6,462 | 6,054 | 5,567 | 6,551 | 5,601 | 5,245 | 6,485 | 5,887 | 5,462

antisense 0,677 | 0,719 | 0,646 | 0,599 | 0,749 | 0,800 | 0,535 | 0,760 | 0,704 | 0,575 | 0,753 | 0,680

retained_intron 7,798 | 9,408 | 8,294 | 8,042 | 8,343 | 8,493 | 8,209 | 8,469 | 9,582 | 7,997 | 8,468 | 9,131
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sense_intronic 0,141 | 0,128 | 0,128 | 0,152 | 0,133 | 0,136 | 0,163 | 0,129 | 0,137 | 0,166 | 0,139 | 0,135
sense_overlapping | 0,002 | 0,002 | 0,001 | 0,000 | 0,004 | 0,004 | 0,001 | 0,004 | 0,003 | 0,002 | 0,004 | 0,002
Mt_tRNA 0,659 | 0,478 | 0,553 | 0,504 | 0,551 | 0,460 | 0,434 | 0,495 | 0,397 | 0,449 | 0,573 | 0,440
Mt_rRNA 1,614 | 2,273 | 2,091 | 1,576 | 2,878 | 1,892 | 1,560 | 2,722 | 1,414 | 1,990 | 1,439 | 2,340
snoRNA 57,11 | 61,61 | 57,75 | 57,05 | 59,53 | 64,38 | 53,95 | 61,19 | 65,33 | 56,06 | 61,92 | 64,78
snRNA 1,497 | 1,467 | 1,498 | 0,818 | 2,433 | 2,127 | 0,564 | 2,609 | 1,552 | 0,966 | 2,408 | 1,609
misc_RNA 2,526 | 1,592 | 2,530 | 0,393 | 4,908 | 3,795 | 0,330 | 5,316 | 3,106 | 1,081 | 4,348 | 3,207
rRNA 2,348 | 2,011 | 2,352 | 1,583 | 2,232 | 2,008 | 1,424 | 2,594 | 2,341 | 1,678 | 2,223 | 1,909
miRNA 18,63 | 14,31 | 17,36 | 21,96 | 11,89 | 10,06 | 25,47 | 9,85 9,96 | 21,84 | 11,57 | 10,06

2 Analisis de los niveles de expresion de los miARNSs corticales

Siguiendo el esquema metodoldgico mostrado anteriormente, determinamos el perfil de
miARNSs en el area de la corteza alineando las lecturas frente a la base de datos miRBase. Las
secuencias fueron mapeadas contra la base de datos de los ARNp usando Burrows-Wheeler
Alignment (BWA) para alinear eficientemente las secuencias cortas (Koboldt et al., 2009). Esto

produjo un total de 2.615.887 lecturas correspondientes a miARNs para las 12 muestras.

La figura 15A presenta los miARNs mas abundantes expresados en las muestras: mmu-mir-
181a, mmu-mir-26a, mmu-mir-125a, mmu-mir-30d, mmu-mir-125b, mmu-mir-486a y mmu-
mir-486b. Estos 7 miARNs representan aproximadamente el 50% de todos los miARNs
encontrados. También identificamos 590 miARNs que se expresaron en la corteza en todas las
condiciones experimentales utilizadas, es decir, comunes a las 12 librerias secuenciadas.
Asimismo, se encontraron 351 miARNs expresados en el grupo WT, 21 de los cuales eran
especificos para este grupo; 345 miARNs expresados en los WT con tratamiento alcohdlico, 18
de los cuales eran especificos; 336 miARNs en el grupo TLR4-KO, de los cuales 15 eran
especificos; y finalmente 314 miARNSs expresados en los TLR4-KO con tratamiento alcohdlico,

6 de los cuales eran especificos para este grupo experimental.
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Figure 15: Perfil de miARN. (A) El grafico muestra los miARNs mas abundantes en muestras de
corteza de ratones (miR-181a, miR-26a, miR-30, miR-125a / b, miR-486a / b). (B) Distintos miARNs
se validaron tanto con NGS, como mediante RT-qPCR. El miR-181a es el miARN mas abundante,

mientras que miR-96 es el menos presente en ambos métodos de deteccion.

La figura 15B expone los niveles de miARNs obtenidos mediante ensayos de RT-qPCR
TagMan (barras azules) y que contrastamos con los datos de NGS (barras rojas). El miR-181a
tuvo una expresion predominante en la corteza cerebral (figura 15A), mientras que miR-96 tuvo
la expresion mas baja en NGS, que se confirma por el método TagMan RT-qPCR (figura 15B).
Los resultados también indicaron que, en nuestras condiciones experimentales, el método RT-
gPCR muestra una mayor sensibilidad y deteccion que la NGS. Esto se puede apreciar en la

mejor sefal del miR-96 obtenida por RT-qPCR en comparacion a la NGS.

3 Expresion diferencial de miARNs asociada al consumo de alcohol en
la corteza cerebral y el efecto del TLR4

Unos de nuestros objetivos fue evaluar los niveles de expresion diferencial de los miARNs
entre nuestros grupos experimentales. El nimero de lecturas / condicion se distribuy6d de la
siguiente manera: 701.103 + 20.626 para WT; 633.986 + 101.718 para WT tratados con etanol;
699.894 + 172.107 para TLR4-KO y 580.904 + 79.332 para TLR4-KO tratados con etanol.

La figura 16 expone el distinto perfil de los miARNSs en las comparaciones realizadas entre
los animales tratados con etanol y los controles. Los datos revelan que el tratamiento con

alcohol incremento la expresion de 7 miARNSs, pero redujo los niveles de 14 miARNs en los
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ratones WT frente a los control (figura 16A). Entre los miARNs con expresion disminuida por
el alcohol, encontramos el cluster 183, formado por los miARNs -183, -96 y -182, y dos
miembros de la familia miR-200, los miARNs 200a y 200b, un posible indicador de que la
alteracion de esta expresion génica esta vinculada a rutas moleculares especificas. Cuando el
receptor TLR4 estaba ausente, el tratamiento con alcohol regulaba al alza 8 miARNs y a la baja

solo 2 miARNS (figura 16B).
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Figura 16: Heatmaps de la comparativa de la expresion de miARNSs en las cortezas cerebrales de los
distintos grupos de ratones. Los heatmaps muestran los miARN regulados al alza (rojo) o regulados a
la baja (azul) en cada comparacion de estudio: (A) WT etanol crénico frente a WT, (B) TLR4-KO

etanol cronico frente a TLR4 -KO.
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En referencia a la comparativa por genotipos (TLR4-KO vs. WT), 14 miARNs fueron
regulados a la baja y 9 fueron regulados al alza, lo que indica que la presencia o la ausencia del
TLR4 esta asociada con cambios en los perfiles de miARNs en las cortezas de los ratones
(figura 17A). Finalmente, la presencia o ausencia del TLR4 cuando hay tratamiento alcoholico
(TLR4-KO alcohdlico frente a WT alcoholico) mostrd una regulacion ascendente de 2 miARNs
en TLR4-KO alcohdlico y 1 miARN regulado negativamente (figura 17B). Estos resultados
confirmarian que los perfiles de miARN presentados por la corteza cerebral se ven afectados

tanto por el consumo de alcohol, como por la ausencia del receptor TLR4.
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Figura 17: Heatmaps de la comparativa de la expresion de miARN en las cortezas de los distintos
grupos de ratones. Los heatmaps muestran los miARN regulados al alza (rojo) o regulados a la baja
(azul) en cada comparacion de estudio: (A) TLR4-KO frente a WT, y (B) TLR4-KO crénicos frente a

WT crénicos.
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En resumen, estos datos sugeririan que parte del dafio ocasionado en el SNC por el alcohol
se debe a que la activacion del TLR4 implica una regulacion génica mediada por miARNS.
Tanto el alcohol como el TLR4 son capaces, individualmente y en conjunto, de modificar el
perfil de los miARNs en condiciones control expresado en la corteza cerebral. Al mismo
tiempo, estos resultados dan a entender la relevancia de los miARNs en la respuesta del

organismo frente al consumo crénico de etanol y en la actividad del sistema inmunolégico.

4 Citotoxicidad in vitro de BDMC y StCIPr-BDMC-ANG en astroglia.

El consumo de alcohol provoca neuroinflamacion y dafio neural, siendo uno de los
mecanismos moleculares implicados, los cambios en el perfil de expresion de los miARNs
inflamatorios que hemos mostrado en el apartado anterior. A continuacién, nos propusimos
evaluar el efecto de un posible farmaco o compuesto frente al dafio ocasionado por el consumo

cronico de etanol en el SNC.

El compuesto o farmaco que seleccionamos fue la curcumina, concretamente el derivado
BDMC, por sus conocidas propiedades anti-inflamatorias y anti-oxidantes (Aggarwal &
Harikumar, 2009; Hewlings & Kalman, 2017; Kuptniratsaikul et al., 2014; Mazzolani & Togni,
2013; Panahi, Hosseini, et al., 2016; Sahebkar et al., 2015; Trujillo et al., 2013), ya que parte del
dafio cerebral por alcohol se debe a la generacion de un ambiente tisular inflamatorio y oxidante

(Alikunju, Abdul Muneer, Zhang, Szlachetka, & Haorah, 2011; Kamal et al., 2020).

Debido a la baja solubilidad y estabilidad de los tratamientos mediante la utilizacion de
curcuminoides libres, utilizamos un nanoconjugado basado en un poliglutamato modificado con
propargilo (StCIPr), conjugado con BDMC, a través de un enlace éster. Este enlace responde al
medio, degradandose segin las condiciones ambientales, y liberando el compuesto unido. El
rendimiento en la conjugacion fue del 90% (cantidad de producto conseguido al final, en
relacion con el usado inicialmente, ya que parte se pierde en el proceso) y la eficiencia de la
conjugacion del 50% (producto conseguido al final del proceso que se encuentra conjugado). La

carga de BDMC en el StCIPr-BDMC fue del 14,9% del peso total.

Este nanoconjugado estaba modificado con el péptido ANG-2, para permitir su entrada a
través de la BHE gracias a su union con el receptor LRP-1 (Duro-Castano et al., 2020),
obteniendo al final la forma StCIPr-BDMC-ANG (figura 10). El rendimiento fue del 80-90% y
la eficiencia de la conjugacion del 90-100%. La carga peptidica final del péptido fue del 14,25%
del peso en StCIPr-BDMC-ANG.
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Es importante destacar que la razén de que se haya introducido restos de propargilo, para
que estén presentes en el polimero portador (StCIPr), se debe a que imita el efecto de los
inhibidores de la monoamino oxidasa-B (MAQO-B) utilizados en el tratamiento de la enfermedad
de Alzheimer (todos los cuales llevan restos de propargilo) (do Carmo Carreiras, Ismaili, &
Marco-Contelles, 2020). Con ello se consigue promover respuestas anti-inflamatorias y efectos
neuroprotectores y restauradores en los pacientes (Bar-Am, Weinreb, Amit, Youdim, &

Youdim, 2005).

Antes de comprobar el valor terapéutico del StCIPr-BDMC-ANG con respecto a la
inhibicion de la inflamacion, fue necesario descartar que tuviera efectos toxicos en el
organismo, por lo que realizamos una serie de pruebas citotoxicas en cultivos primarios de
astrocitos corticales. Incubamos las células con BDMC o StCIPr-BDMC-ANG a diferentes
concentraciones (0,5, 2, 4 y 8 uM) durante 24 h (figura 18A) y descubrimos que BDMC y
StCIPr-BDMC-ANG no inducen ningin efecto citotéxico en ninguna de las concentraciones

utilizadas (F (3, 32) = 1,87, p-valor = 0,15).
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Figura 18: Citotoxicidad de BDMC y StCIPr-BDMC-ANG en cultivos primarios de astrocitos
corticales a diferentes concentraciones y tiempos de incubacion. Actividad de LDH medida en el
sobrenadante de astrocitos corticales. A) Nivel de citotoxicidad en astrocitos incubados durante 24 h a
diferentes concentraciones de BDMC o StCIPr-BDMC-ANG (n = 5). B) Nivel de citotoxicidad en
astrocitos incubados con 8 uM de BDMC o StCIPr-BDMC-ANG durante 24, 48 y 72 h (n = 7). Los
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datos representan la media = SEM. Se us6 DMSO como control para el tratamiento con BDMC y

PBS como control para el tratamiento con el conjugado StCIPr-BDMC-ANG.

A continuacion, evaluamos la viabilidad de los astrocitos a lo largo del tiempo, utilizando
la misma concentracion de BDMC y StCIPr-BDMC-ANG (8 uM BDMC, la mas elevada usada
en el ensayo anterior) e incubando los astrocitos durante varios tiempos (24, 48 y 72 h). Los
resultados obtenidos mostraron un ligero aumento de la toxicidad en los cultivos de StCIPr-
BDMC-ANG y BDMC a las 72 h (figura 18B). En general, el analisis estadistico para StCIPr-
BDMC-ANG vy el tratamiento con BDMC indicé cambios significativos en la viabilidad de las
células en el tiempo (F (1.937, 30.99) = 10.78, p-valor < 0.05), aunque las comparativas entre el

grupo control y ambos grupos tratados en los tres tiempos distintos no fueron significativos.

En cuanto a los estudios in vivo, se comprobaron los cambios de peso de los animales a lo
largo de los distintos tratamientos, en comparacion a los ratones control, y tampoco se
registraron cambios significativos en el peso (figura 19). El peso corporal ganado al final del
periodo de cuatro meses de tratamiento era similar entre los distintos grupos experimentales. La
ausencia de cambios significativos en el peso de los ratones, junto a los estudios de toxicidad en

cultivos celulares sugiere una inocuidad general de estos compuestos.
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Figura 19: Efecto de los tratamientos en el peso de los ratones. Los ratones eran pesados dos veces
por semana, el mismo dia que eran administrados con el tratamiento correspondiente. Todos los

grupos estan normalizados al peso que tenian en la semana 13 (T = 0).
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S El tratamiento con BDMC y StCIPr-BDMC-ANG atenua la
neuroinflamacion debida al etanol

Es sabido que el consumo crénico de etanol induce neuroinflamacioén y dafio neuronal en el
SNC, activando una respuesta mediada por el receptor TLR4 (Alfonso-Loeches et al., 2010).
Sabiendo que los curcuminoides poseen capacidades anti-inflamatorias, decidimos comparar la
capacidad del BDMC y del StCIPr-BDMC-ANG para revertir la neuroinflamacién inducida por
el etanol. Para ello, realizamos un analisis de la expresion génica y de los niveles proteicos de
diversos componentes inflamatorios en dos zonas de la corteza cerebral de ratén después de una
serie de tratamientos. Los ratones se dividieron en 6 grupos: control, tratamiento alcohdlico,
tratamiento con BDMC, tratamiento alcoholico + BDMC, tratamiento con el conjugado StCIPr-
BDMC-ANG vy tratamiento con el conjugado StCIPr- BDMC-ANG + tratamiento alcohdlico
(figuras 20 y 21 el andlisis de proteinas y figuras 22-24 el analisis de ARNm).

Primero se determiné los niveles de expresion proteica de los mediadores inflamatorios,
COX-2 y la 6xido nitrico sintasa 2 (iNOS), y del receptor TLR4, en las cortezas prefrontal
(PFC) y superior (BC) en todos los grupos experimentales. Los andlisis revelaron diferencias
significativas entre los grupos para TLR4 en el PFC (F (5,19) =5.75, P <0.05) y BC (F (5,21) =
5.15, P <0.05), para COX-2 en el PFC (F (5,24) = 5.10, P < 0.05) y BC (F (5,26) =4.74, P <
0.05) y para iNOS en el PFC (F (5,24) =5.09, P <0.05) y BC (F (5,20) = 5,7, P < 0,05) (figura
20B).

En resumen, el tratamiento cronico con etanol aument6 la expresion de COX-2, iNOS y
TLR4 en las PFC y BC, cuando los datos se comparaban con los valores del grupo control no
alcoholizado. Sin embargo, el tratamiento con StCIPr-BDMC-ANG revirtié todas las
alteraciones inducidas por etanol en dichas zonas de la corteza, mientras que el tratamiento con

BDMUC solo redujo los niveles de iNOS en la PFC (figura 20B).
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Figura 20. A) Analisis de inmunotransferencia de TLR4, COX-2 e iNOS en lisados de cerebro
utilizando GAPDH como control de carga. Se muestra una inmunotransferencia representativa para
cada proteina. B) Los datos representan la media £ SEM, n = 5. * p <0.05, ** p <0.01 y *** p <0.001
en comparacion con su respectivo grupo de control. # p <0,05 y ## p <0,01 en comparacion con el
grupo alcohdlico, seglin el analisis One-Way ANOVA seguido de la prueba de comparacion multiple

de Tukey.

También evaluamos el efecto de los tratamientos en los niveles proteicos de la citocina
proinflamatoria interleucina 1 beta (IL-1B) y la quimiocina fractalquina, ya que ambas son
inducidas tras el consumo cronico de alcohol. Observamos alteraciones significativas en los
niveles de la proteina IL-1B en ambas regiones del cerebro estudiadas ((F (5,27) = 4.86, P
<0.05) para BC y (F (5,28) = 3.79, P <0.05) para PFC), aunque la fractalquina solo mostr6
diferencias significativas en la region PFC (F (5,25) = 7.52, P <0.05) (figura 21).
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Figura 21. Niveles de IL-1p y fractalquina en dos regiones del cerebro evaluados mediante ELISA.
Los datos representan la media £ SEM, n=5. * p < 0.05, ** p <0.01 y *** p <(0.001 en comparacion
con su respectivo grupo de control. # p < 0,05 y ## p < 0,01 en comparacion con el grupo de etanol,

segun el analisis One-Way ANOVA seguido de la prueba de comparacion multiple de Tukey.

En general, observamos un aumento significativo en los niveles de IL-1p en PFC y en BC
después del tratamiento con etanol, y un aumento significativo de la fractalquina unicamente en
la PFC. Sin embargo, los tratamientos en los animales alcohdlicos créonicos, tanto de BDMC
como de StCIPr-BDMC-ANG, redujeron significativamente los niveles de IL-1f en ambas
regiones, y de fractalquina en la regiéon BC, por debajo de los niveles del grupo tratado con

etanol (figura 21).

También analizamos la expresion del ARNm de genes asociados con la
neuroinflamacion (iNOS, TLR4 y CXCLI12, una quimiocina inducida por estimulos
proinflamatorios ((Karin, 2010))) en la BC mediante RT-qPCR. El analisis One-Way ANOVA
muestra que no hay cambios significativos en los niveles de iNOS (F (3,18) = 0,6822, p >

0,05)), TLR4 (F (3,16) = 2.907, p > 0.05) 0 CXCL12 (F (3,17) = 1.01, p > 0.05) (figura 22).
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Figura 22. Niveles de expresion génica de iNOS, TLR4 y CXCL12 en la corteza cerebral. Los datos
representan la media + SEM, n = 7/5, * p <0.05, One-Way ANOVA seguido de la prueba Tukey para

comparaciones multiples.

En resumen, observamos aumentos no significativos en los niveles de ARNm de los tres
genes evaluados en el grupo con tratamiento de etanol en comparacion con el grupo control y
disminuciones no significativas en la expresion de iNOS, TLR4 y CXCL12 (C-X-C Motif
Chemokine Ligand 12) después de la administracion de StCIPr-BDMC-ANG o BDMC. Sin
embargo, debido al aumento en iNOS y CXCLI12 en el grupo tratado con etanol y la
disminucion de estos niveles de expresion después del tratamiento con StCIPr-BDMC-ANG,

quizas podria haberse obtenido un resultado mas concluyente con un tamafio muestral mayor.

6 StCIPr-BDMC-ANG altera los cambios inducidos por el etanol en la
expresion de miARNSs asociados con la neuroinflamacion

Como se demuestra en anteriores resultados, el consumo créonico de alcohol induce la

expresion de miARNs especificos vinculados a la neuroinflamacion en la corteza cerebral (J. R.
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Urena-Peralta, Alfonso-Loeches, Cuesta-Diaz, Garcia-Garcia, & Guerri, 2018). Nos planteamos
si las alteraciones en la expresion de ciertos miARNs en la corteza cerebral de animales
alcohdlicos, que podrian ademas atravesar la barrera hematoencefalica, servirian como

biomarcadores del dafio etilico en el SNC (figura 16A).

Por tanto, decidimos determinar si los tratamientos con BDMC y con StCIPr-BDMC eran
capaces de revertir a valores normales la disminucion en la expresion del miR-182, como

representante del cluster 183, y del miR-200a, representante de la familia miR-200.

Los resultados analizados para miR-182 (F (3,19) = 3.49, p-valor > 0.05) y miR-200a (F
(3,20) = 2.01, p-valor > 0.05) indicaron que el tratamiento con etanol causa una disminucién
marcada, aunque no significativa en los niveles de expresion en comparacion con el grupo
control no tratado (miR-182 control vs etanol, p-valor = 0,08; y miR-200a control vs etanol, p-
valor = 0,13), sin que la administracion de BDMC o StCIPr- BDMC-ANG en los grupos con
tratamiento de alcohol pudiera restaurar la disminucién en los niveles de expresion de miARN-

182 y miARN-200a (figura 23).
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Figura 23. Expresion obtenida por RT-qPCR de los miR-200a y miR-182 en la corteza cerebral en
los diferentes grupos experimentales. Los datos representan la media + SEM, n = 7/5, * p <0.05, One-

Way ANOVA seguido de la prueba Tukey para comparaciones multiples.

Ante estos resultados decidimos pasar a un segundo enfoque, y evaluar los niveles de
miARNs que hubieran salido alterados en los perfiles previos de miARNSs en corteza cerebral,

pero que también estuvieran involucrados en la modulacion y sefalizacion del TLR4 de forma
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directa. Usando miRTargetLink, (Hamberg et al., 2016) una herramienta para la prediccion y

validacion de interacciones entre genes y miRNAs especificos, comprobamos que miR-146a-5p,

y Let-7b-5p, mostraban fuertes interacciones con el gen del TLR4 (figura 24A).
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Figura 24. A) miRTargetLink ilustra TLR4 como diana de miARN 146a-5p y Let-7b-5p. B)
Expresion obtenida por RT-qPCR de miR-146a-5 y Let-7b-5p en la corteza cerebral. Los datos
representan la media + SEM, n = 7/5, * p <0.05, One-Way ANOVA seguido de la prueba de Tukey

para comparaciones multiples.

MiR-146a-5p es un mediador en la supresion de la respuesta inflamatoria en mamiferos

(Quinn & O’Neill, 2011; E. A. Ye & Steinle, 2016), y miR-Let-7b-5p es un modulador de la

inflamacion (Teng et al., 2013). En el caso del 146a-5p, el consumo de alcohol causaba una

disminucién en sus niveles, mientras que, por el contrario, el Let-7b se veia aumentado con la

ingesta de alcohol (figura 16A).
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Los datos obtenidos por RT-qPCR mostraron diferencias significativas tanto para la
expresion del miR 146a-5p (F (3,19) = 3.84, P <0.05) como del miR-let-7b-5p (F (3,19) = 3,44,
P <0,05) (figura 24B). Ambos presentaban regulacion a la baja en los dos miARNSs en el grupo
con una ingesta cronica de etanol; sin embargo, el tratamiento con StCIPr-BDMC-ANG, aunque
no con BDMC, inhibi6 significativamente (grupos etanol vs StCIPr-BDMC-ANG, p-valor =
0,023 en miR-146a-5p y p-valor = 0,032 en miR-Let-7b-5p) estas alteraciones en la expresion

de los miARNSs, que tenian efectos proinflamatorios.

Finalmente, con estos estudios, a nivel tanto proteico como de la expresion génica, podemos
concluir que el tratamiento con el BDMC conjugado a la nanoparticula no solo tiene la
capacidad de aliviar la respuesta inflamatoria ocasionada por el etanol en el SNC, sino que lo
hace con mayor efectividad que la administracion del compuesto BDMC en su forma libre, sin

que se aprecien efectos toxicos.

7 El tratamiento con etanol incrementoé la expresion génica vinculada a
la respuesta inflamatoria en el intestino

El ultimo objetivo a tratar en la presente tesis consistioé en evaluar el impacto del consumo
crénico de alcohol en la comunidad microbiana, considerando el potencial papel que tendria la
respuesta de TLR4 en estos efectos. La ingesta de alcohol a lo largo del tiempo puede dafiar el
epitelio intestinal y causar disbiosis en los individuos (Patel et al., 2015). Lo primero era
confirmar que el consumo cronico de etanol hubiera causado una respuesta inflamatoria en el

tejido intestinal del aparato digestivo de nuestros ratones.

Para lograr este objetivo, medimos varios ARNm de genes inflamatorios clave, en el tejido
del colon, usando el método de la RT-qPCR (figura 25). La expresion del ARNm de la IL-1P e
iINOS aumentd significativamente en ratones WT con ingesta de alcohol, en comparacidon con
los ratones WT control y los TLR4-KO tratados con alcohol (F (3, 20) = 5.773, p-valor < 0.05 y
F (3, 20) = 5.2, p-valor < 0.05, respectivamente). Asimismo, los niveles del factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) y COX-2 también fueron regulados positivamente en el grupo WE, en
comparacion con el grupo TLR4-KO (F (3, 20) = 3.202, p-valor < 0.05 y F (3, 20) = 4.15, p-
valor < 0.05, respectivamente). La IL-10 dio niveles de expresion significativamente elevados
en el grupo WE en la comparacion con el grupo WT (F (3, 19) = 6,812, p-valor < 0.05). De
manera similar, CXCL10 (C-X-C Motif Chemokine Ligand 10) mostré un patrén similar a los
genes anteriores, con un incremento de su expresion en el grupo WE, aunque en esta ocasion el

cambio no fue significativo.
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Figura 25. Analisis de expresion diferencial de genes inflamatorios mediante RT-qPCR.
Expresion en el colon de los niveles de ARNm proinflamatorio de IL-1p, iNOS, TNF-a, COX-2, IL-
10 y CXCL10 en ratones WT y TLR4 KO, con y sin tratamiento con etanol. * p <0.05, ** p <0.01
para comparacion de tratamientos, y # p <0.05, ## p <0.01 para comparacion de genotipos por One-
Way ANOVA vy la prueba de Tukey para comparaciones multiples, excepto CXCL10, que fue
analizado por la prueba de Kruskal-Wallis y la prueba Dunn para comparaciones. N = 6. Barras

representadas como [media + SEM].

A continuacion, evaluamos los niveles de los miRNAs, miR-155-5p y miR-146a-5p.
Nuestros resultados anteriores indicaban que el consumo de alcohol incrementa la expresion de
los miARNs miR-155-5p y miR-146a-5p en la corteza cerebral de ratones (J. R. Urefia-Peralta
et al., 2018; Juan R. Urefia-Peralta, Pérez-Moraga, Garcia-Garcia, & Guerri, 2020), y que estos
miRNAs estan relacionados con la inflamacion. Ademas, ambos miARNSs se escogieron no solo
por verse alterados con el consumo de etanol (Rossetto et al., 2019), sino porque adicionalmente
regulan la respuesta inflamatoria al LPS (Bala et al., 2011), mediante su interaccion con la ruta
del TLR4 (Anzola et al., 2018; Lippai, Bala, Csak, Kurt-Jones, & Szabo, 2013). La Figura 26
muestra que ambos miARNs son inducidos por el tratamiento cronico con etanol en la
comparacion WT vs. WE. También confirmamos que el mismo tratamiento con etanol no indujo
ningln cambio significativo en la expresion de estos miARNSs en el grupo TLR4-KO (F (3, 19)
= 3.244, p-valor <0.05 y F (3, 18) = 3.897, p-valor <0.05, respectivamente para miR 155-5p y
miR 146a-5p). Estos resultados sugieren que el tratamiento con etanol desencadena una cascada
proinflamatoria Unicamente en los ratones WT, pero no en los ratones TLR4-KO. Al mismo

tiempo, los datos refuerzan la hipédtesis de que los ratones WT y TLR4-KO pudieran tener una
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microbiota intestinal diferente, debido a la ausencia de dicho receptor del SII. Esta microbiota

nueva responderia de forma diferente a la ingesta cronica de etanol.
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Figura 26. Analisis de la expresion diferencial de los miARNs inflamatorios mediante RT-
qPCR. Expresion en el colon de los niveles de miR 155-5p y miR 146a-5p en ratones WT y TLR4
KO, con y sin tratamiento con etanol. * p <0.05 para comparacion de tratamientos, y # p <0.05 para
comparacion de genotipos, por One-Way ANOVA y la prueba de Tukey para comparaciones

multiples. N = 6. Barras representadas como [media £ SEM].

8 Analisis del peso corporal y de la ingesta en los distintos grupos
experimentales

A continuacién, se analizd el peso corporal y las ingestas en los diferentes grupos
experimentales durante el periodo de tratamiento del alcohol de los animales para controlar que
su régimen alimenticio no hubiera sufrido variaciones que pudieran afectar a la microbiota.
Tanto la ingesta de alimento s6lido como la ingesta de liquidos (agua solamente o agua con
etanol al 10% v/v) fue similar en los cuatro grupos de estudio, como se muestra en la tabla 9. La
ingesta de solidos y liquidos, asi como las variaciones en el peso corporal del raton se detallan
en la figura 27. Ninguno de los grupos exhibe cambios significativos con relacion a los otros
grupos, ya fuera por su genotipo o por su tratamiento, en ninguno de los tiempos en los que se

realizaron las mediciones.

Tabla 9: Ingesta diaria media de alimento y liquidos por ratén en cada uno de los grupos.

Ingesta media alimento | Ingesta media liquido
WT 248+02¢g 3,07+ 0,5 ml
KO 2,6£025¢g 3,1 £0,55 ml
WTE 2,67+0,17 g 2,86 + 0,63 ml
KOE 2,87+034 ¢ 3,67 0,46 ml
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Figura 27: Analisis de la ingesta y del peso corporal en los cuatro grupos de ratones durante el
tiempo que fueron tratados con etanol. (A) Ingesta de liquido (agua y agua conteniendo 10% de
alcohol, segin grupo control o grupo tratado). (B) Ingesta de alimentos solidos. (C) Variaciones en el
peso corporal. No se observaron cambios significativos entre los diferentes grupos experimentales. N

=4 por grupo.

9 Impacto del TLR4 y el consumo de etanol en la comunidad
microbiana intestinal

Dada la estrecha relacion entre la expresion génica y la inflamacion en el intestino, con las
especies bacterianas que habitan en ¢él (Blander, Longman, Iliev, Sonnenberg, & Artis, 2017;
Lobionda, Sittipo, Kwon, & Lee, 2019; Nichols & Davenport, 2020), teorizamos que las
comunidades bacterianas en los cuatro grupos experimentales presentarian un perfil microbiano
distinto. Por tanto, realizamos el analisis de las secuencias del ARNr 16S de las heces de los
distintos grupos de animales, tanto en machos como en hembras, para determinar los efectos del
etanol en la microbiota después de 3 meses de tratamiento. Un esquema resumido de los

métodos informaticos usados para el analisis de las secuencias obtenidas se representa en la
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figura 28. Los ASVs obtenidos fueron alineados frente a la base de datos SILVA 138 para su
asignacion taxonomica y ser analizados posteriormente para estudiar la diversidad alfa, realizar
el NMDS (escalamiento multidimensional no métrico), andlisis de la abundancia bacteriana y

analisis estadisticos.

Analisis bioinformatico

Preparacion de las lecturas Identificacion de
(filtrado y trimmeado) las secuencias tinicas

Archivos
FASTQ

Asignacion taxonomica Union de las lecturas y
SILVA 138 como h eliminacion de las
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—
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WTL | WT2
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ASV2| 21 | 14

Pruebas de abundancia
diferencial mediante DESeq2 B

—

Figura 28. Representacion esquematica de los métodos informaticos usados para el estudio de las

secuencias bacterianas obtenidas.

Después de limpiar y filtrar los datos, el nimero final de secuencias utilizadas en el
analisis bioinformatico tuvo un promedio por muestra de 19.221 lecturas, con una desviacion
estandar de 15.877. En la tabla 10 se exponen las muestras utilizadas en el estudio de los
machos, con los indexes usados en ellas, su longitud media, lecturas totales, lecturas viables
finales y porcentaje taxonomizado en cada nivel. No se indica a nivel de especie ya que el
porcentaje clasificado en ese taxdn fue Unicamente del 2/3% por muestra, debido a que para
asignar un ASV en una especie, la homologia tenia que ser del 100% en toda la longitud de la

lectura.

Tabla 10. Muestras usadas en el estudio de la microbiota de los machos con sus indexes, longitud
media, lecturas totales, lecturas finales, porcentaje de lecturas finales en relacion con el total y el

porcentaje de ASVs que se lograron taxonomizar en cada nivel de taxon.
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Niveles taxonomizados %

Grupo = Muestra Indexes L(l)nneg;::d L::)ctt;::s ;ﬁ:::sr:/i L;lclt::::s Filo Clase | Orden | Familia Género

WT WT-1 S503 - N702 667 61.725 64,23% 39.649 100% | 100% | 99,75% | 94,22% | 47,74%

WT-2 | S503 -N701 673 51.591 68,15% 35.160 100% | 100% | 100,00% | 92,27% | 53,37%

WT-3 | S503 -N703 686 31.108 62,49% 19.440 100% | 100% | 100,00% | 95,74% | 50,35%

WT-4 | S503 - N704 672 23.280 58,08% 13.520 100% | 100% | 100,00% | 96,65% | 53,97%

WT-5 | S503 - N706 660 24.680 62,56% 15.440 100% | 100% | 100,00% | 89,45% | 53,91%

WT-6 | S504 - N701 668 23.960 62,72% 15.028 100% | 100% | 100,00% | 95,65% | 52,84%

WT-7 | S504 - N702 606 7.144 62,05% 4.433 100% | 100% | 100,00% | 95,38% | 50,77%

WT-8 | S504 -N701 630 18.253 65,85% 12.020 100% | 100% | 100,00% | 93,01% | 47,31%

crglio WE-1 S503 - N705 621 20.518 65,66% 13.472 100% | 100% | 99,62% | 93,23% | 53,01%

WE-2 | S503 -N703 680 23.998 56,86% 13.646 100% | 100% | 100,00% | 92,72% | 44,66%

WE-3 | S503 - N704 655 21.630 63,05% 13.638 100% | 100% | 99,59% | 89,30% | 46,50%

WE-4 | S503 - N706 621 18.971 71,34% 13.533 100% | 100% | 100,00% | 93,30% | 45,88%

WE-5 | S502 - N704 625 31.558 74,44% 23.493 100% | 100% | 100,00% | 91,88% | 55,13%

WE-6 | S502 - N703 623 21.989 57,44% 12.630 100% | 100% | 99,56% | 86,40% | 45,18%

TIIEI(?- KO-1 S502 - N706 661 89.854 70,92% 63.724 100% | 100% | 99,80% | 93,08% | 51,53%

KO-2 S502 - N705 687 99.983 71,29% 71.274 100% | 100% | 99,13% | 92,36% | 44,10%

KO-3 S517 - N701 628 17.907 60,55% 10.843 100% | 100% | 100,00% | 97,83% | 48,26%

KO-4 | S517-N702 631 27.921 63,79% 17.810 100% | 100% | 100,00% | 94,88% | 51,15%

KO-5 S517 - N703 647 48.240 46,32% 22.345 100% | 100% | 100,00% | 96,49% | 52,19%

KO-6 S517 - N704 628 18.126 52,18% 9.459 100% | 100% | 99,60% | 92,06% | 54,76%

KO-7 | S517-N705 631 18.686 56,23% 10.508 100% | 100% | 100,00% | 93,16% | 52,63%

KO-8 | S517-N706 624 18.654 58,61% 10.933 100% | 100% | 100,00% | 94,47% | 53,46%
TLR4-

KO KE-1 S504 - N706 631 16.115 61,23% 9.868 100% | 100% | 100,00% | 93,96% | 50,00%
crénico

KE-2 S504 - N703 617 16.102 57,15% 9.203 100% | 100% | 100,00% | 97,56% | 47,56%

KE-3 S504 - N704 606 13.019 61,70% 8.033 100% | 100% | 100,00% | 93,96% | 56,38%

KE-4 S504 - N705 646 13.101 62,35% 8.168 100% | 100% | 100,00% | 94,20% | 45,65%

KE-5 S502 - N701 658 16.241 70,75% 11.491 100% | 100% | 100,00% | 95,60% | 49,06%

KE-6 S502 - N702 659 48.185 61,10% 29.443 100% | 100% | 100,00% | 93,79% | 50,31%

A continuacioén, utilizamos un grafico de NMDS basado en Bray-Curtis
(PERMANOVA F-value: 3.1165, R-squared: 0.28035, p-value: 0.00099) para evaluar la
similitud entre las heces de los ratones macho (figura 29A). Utilizando este enfoque, evaluamos
las semejanzas estructurales en las comunidades microbianas entre las muestras de WT, WTE,
KO y TLR4-KOE, encontrando diferencias significativas entre los perfiles bacterianos de los
distintos grupos experimentales. En la figura 29A se muestra una separacion significativa entre
el genotipo TLR4-KO frente al grupo WT (p-valor ajustado < 0.01), lo que indica el importante

papel del TLR4 en la composicion bacteriana. Ademas, los grupos TLR4-KO y TLR4-KOE
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presentan sus muestras formando grupos homogéneos separados entre si significativamente (p-
valor ajustado < 0.01), mientras que los individuos WT y WTE forman un unico grupo
heterogéneo (p-valor ajustado = 0.74), lo que indicaria que el consumo de etanol provoca

mayores cambios en la microbiota de los individuos TLR4-KO.
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Figura 29: (A) Representacion de la microbiota fecal en los cuatro grupos experimentales de machos
en un NMDS basado en Bray-Curtis, donde podemos ver como se posicionan en tres agrupaciones
diferenciadas. (B) La diversidad de bacterias se analizd6 mediante el indice de Chaol y el indice de
Shannon. La diversidad alfa de la microbiota se reduce con el consumo de etanol con independencia
del genotipo, y la ausencia de TLR4 no afecta al nimero de especies. Estadistica realizada con la

prueba U de Mann-Whitney con p-valores corregidos por Benjamini & Hochberg, N = 6.

Después, medimos la diversidad alfa en las heces de los ratones utilizando dos indices
diferentes: indice Chaol y de Shannon (figura 29B). Estos indices de diversidad alfa sugieren
que los grupos control (WT y TLR4-KO) tenian una riqueza promedio mas alta de especies
bacterianas y un mayor grado de diversidad que los grupos tratados con etanol (WTE y KOE),
aunque es destacable la desviacion dentro de cada grupo entre las muestras. Estos resultados
indican que el tratamiento con alcohol provoca una menor diversidad bacteriana en comparacion

con los controles.

Los grupos KO vs KOE son los mas diferentes respecto a su diversidad (p-valores 0,076 y
0,13 en el indice de Chaol y en el indice de Shannon, respectivamente), mientras que WT vs
KO son los grupos mas similares (p-valores 0,959 y 0,51 en el indice de Chaol y en el indice de

Shannon, respectivamente).
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10 La presencia del receptor TLR4 es un factor mas importante para la
microbiota intestinal que la edad o el consumo de etanol

Para comprobar si las diferencias en la microbiota tienen relacion con la edad, hicimos un
segundo NMDS-Bray Curtis con las muestras extraidas de las hembras, donde se habian
recogido heces antes del tratamiento, a los 2 meses de edad. Realizamos el Bray-Curtis de las 48
muestras, tanto antes como después del tratamiento (figura 30A), sin que viéramos que las
muestras estuvieran agrupadas por edades, sino que se distribuyeron heterogéneamente en
relacion con esta variable. Aprovechamos el mismo NMDS-Bray Curtis para visualizar las
variables de tratamiento y genotipo en las muestras recogidas después de 3 meses de tratamiento
con alcohol (figura 30B) en las hembras. En los resultados se observa una separacion entre las
muestras provenientes de genotipo diferentes, que se hace mas notable al afiadir las muestras
previas al tratamiento (figura 30C). Resultados similares se obtuvieron en el NMDS de los
machos, donde la presencia o ausencia del TLR4 era el principal condicionante para el perfil
microbiano de la muestra. En relacion con el tratamiento, las muestras tratadas con etanol se
encuentran mas cercanas entre si y en una posicion mas centralizada dentro del plano, mientras
que las muestras provenientes de los individuos control estdn distribuidas mas arbitrariamente,
lo que indica una microbiota menos similar entre ellas. La pérdida de biodiversidad y una
respuesta similar de la comunidad microbiana frente a la ingesta de alcohol podria originar unos
perfiles bacterianos mas semejantes en ambos grupos de animales tratados con etanol que en los

grupos control.
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Figura 30: Representacion de la microbiota fecal en los cuatro grupos de animales hembras en un
NMDS basado en Bray-Curtis. A) NMDS-Bray Curtis donde las muestras se marcan por el momento
de la recogida. B) NMDS-Bray Curtis donde se representan las muestras del T3 (5 meses de edad)
marcadas por su genotipo y tratamiento. C) NMDS-Bray Curtis donde se representan las muestras

tanto del TO (2 meses de edad) como del T3 marcadas por su genotipo y tratamiento.

Cabe destacar que el perfil bacteriano en las muestras de los machos tratados con etanol
(WTE y TLR4-KOE) muestran una mayor similitud entre si, formando dos -clusteres
reconocibles, en comparacion a los mismos grupos de animales hembra, donde el tratamiento no
forma clusteres que se puedan visualizar en el plano del NDMS. Al ahondar en estas diferencias
de género, no podemos evitar notar como el comportamiento de la microbiota intestinal en
ambos sexos parecen ser distinto frente al cambio en su ecosistema, que supone la incorporacion

del alcohol.
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11 El tratamiento con alcohol cronico y la deficiencia en la expresion del
TLR4 pueden modificar la microbiota intestinal en los ratones

Aunque la diversidad alfa no se ve afectada significativamente por el etanol, su consumo y
la respuesta del TLR4 modifican los perfiles taxonomicos en el colon de los ratones. Por tanto,
realizando un andlisis diferencial con el paquete DESeq2, se estudiaron las abundancias de cada
grupo taxondmico y se evaluaron las diferencias significativas entre los grupos WTE vs WT,

TLR4-KOE vs KO y TLR4-KO vs WT.

Los resultados mostraron 9 filos predominantemente presentes en la mayoria de las
muestras, tanto en machos como en hembras: Actinobacteriota, Bacteroidota (Bacteroidetes),
Cyanobacteria, Deferribacterota, Desulfobacterota, Firmicutes, Patescibacteria, Proteobacteria y
Verrucomicrobiota (figura 31). Sin embargo, las especies bacterianas no se distribuyen
equitativamente entre estos filos, por ejemplo, la abundancia de los filos Firmicutes y

Bacteroidetes combinada fue de alrededor del 90/95% del total.
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Figura 31: Promedio de la abundancia de los filos hallados en cada grupo experimental, donde se

aprecia el dominio de los filos Firmicutes y Bacteroidota.
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A nivel de clase, las dos mas abundantes (aproximadamente el 90% de todas las bacterias
taxonomizadas) son Bacteroidia y Clostridia, pertenecientes a los filos Bacteroidetes y
Firmicutes, respectivamente. Dentro del tax6én orden, dominan Bacteroidales y Lachnospirales,
seguidos (con una abundancia mucho menor en comparaciéon a los dos taxones de orden
anteriores) de Erysipelotrichales y Oscillospirales. A nivel de familia, las dos mas abundantes
son Lachnospiraceae y Muribaculaceae. Finalmente, a nivel de género, el dominante fue el
Lachnospiraceae NK44136. En la mayoria de las muestras, de los géneros taxonomizados, 10
de ellos conforman mas del 60% de todos los géneros encontrados. En la figura 32 se exhiben

los 10 géneros mas abundantes en las heces de las hembras al final del tratamiento.
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Figura 32: Los 10 géneros bacterianos mas abundantes en la microbiota intestinal en hembras,
expresados como abundancia relativa en relacion con los géneros que han podido ser taxonomizados.
Aproximadamente el 50% de los géneros no han podido ser asignados, por lo que no podemos

descartar que con el 100% de los géneros clasificados esta lista pudiera cambiar.

Con los datos de los filos, calculamos la ratio Firmicutes / Bacteroidetes, citado en
ocasiones como un factor de mayor riesgo de problemas intestinales. El grupo TLR4-KO tiene
una proporcion mas alta en comparacion con el grupo WT (ratio de 0,69 y 1,08,

respectivamente). Respecto al tratamiento con etanol, encontramos valores similares al
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comparar los grupos WTE y TLR4-KOE (0,42 y 0,5). Tanto en machos como en hembras solo
en el grupo TLR4-KO el filo Firmicutes es mas abundante que Bacteroidetes (figura 33), con

una disminucion de la ratio en los grupos cronicos, en relacién con sus controles.
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Figura 33. Representacion de la ratio Firmicutes / Bacteroidota en cada uno de los grupos

experimentales estudiados. Firmicutes domina tinicamente en los ratones TLR4-KO.

Con respecto al tratamiento con alcohol y la clasificacion bacteriana en Gram (+) y (-),
hubo una disminucion similar de Gram (+) en ambos grupos alcohdlicos, al compararlos contra
sus grupos control (figura 34), WT vs WE (42,75% vs 31,62%) y TLR4-KO vs TLR4-KOE
(51,31 % vs 37,64%). Aunque estas diferencias no resultaron ser significativas, un aumento del
tamafio muestral posiblemente podria confirmar significacion en la comparativa WT vs WTE.

El analisis estadistico de las comparaciones realizadas se detalla en la tabla 11.
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. . Type
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Figura 34: Representacion del promedio de la abundancia de Gram (+) y Gram (-) en los cuatro

grupos experimentales.

Tabla 11: Analisis estadistico de las abundancias de las bacterias Gram (+) / (-). Se realizé una
prueba de Kruskal-Wallis con una prueba de Dunn para comparaciones multiples. Los p-valores se

corrigieron mediante el método de Sidak.

KO - KOE -1,3599 0,086921 0,420505
KO -WT -0,75978 0,223690 0,781118
WT - WTE -15,9443 0,055419 0,289712

Siendo Firmicutes un filo Gram (+), y Bacteroidetes un filo Gram (-), es evidente que
las alteraciones en la abundancia de estos dos filos son los principales condicionantes para los

cambios en los porcentajes de bacterias Gram.

Con respecto a la abundancia en los filos bacterianos de los machos, la figura 35
muestra como el filo Desulfobacterota se reduce en las comparativas de dos grupos de animales:
WTE vs WT (p = 0.036) y TLR4-KOE vs TLR4-KO (p = 0.022), indicando el efecto del

tratamiento con etanol en este filo. El filo de las Cianobacterias también se ve afectado
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negativamente por el consumo de alcohol en ratones TLR4-KO (p = 0,024), pero es interesante

destacar que los ratones WT no se ven afectados significativamente por el tratamiento de etanol.

Abundancia en cada grupo

Actinobacteriota

Cyanobacteria
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Figura 35. Estudio de la abundancia de cada filo en las comparativas, WTE frente a WT, TLR4-KOE
frente a TLR4-KO y TLR4-KO frente a WT. El andlisis de la expresion diferencial se determind

utilizando el paquete DESeq? y se muestra en la tabla 12. Se utiliz6 el método de Benjamini-

Hochberg para realizar la correccion del p-valor. * p <0,05, ** p <0,01.

El tercer filo, Firmicutes, también disminuy06 significativamente tanto en las comparativas

TLR4-KOE vs TLR4-KO (p <0,001), como en las comparativas WT vs TLR4-KO (p <0,001),

siendo mas dominante en ratones TLR4-KO, como hemos comentado anteriormente. El Gltimo

filo, Actinobacteriota, es el Gnico en el que la ingesta de etanol provoco un crecimiento de la

poblacion, aumentando en TLR4-KOE vs TLR4-KO (p = 0,043), aunque no se observo ningun

efecto significativo al comparar los grupos WT vs WTE. En la tabla 12 se resumen los

resultados obtenidos.

123



Tabla 12: Expresion diferencial a nivel del filo bacteriano entre WTE vs WT, TLR4-KOE vs TLR4-
KO y TLR4-KO vs WT. Solo se muestran comparativas de filos con un p-valor <0.05.

Media base | log2FoldChange | lfcSE stat p-valor = p-adj Reino Filo

WTE vs

WT
ASV114 114,4344 -1,270112927 | 0,6042 | -2,1022 0,0355 |0,3199 | Bacteria | Desulfobacterota
KOE vs

KO

ASV5 751,6963 1,292250696 | 0,6392 | 2,0216 0,0432 | 0,0972 | Bacteria | Actinobacteriota
ASV13 6441,3413 -1,388447959 |0,3549| -3,9117 | 0,0001 |0,0008 | Bacteria Firmicutes
ASV114 114,4344 -1,384593324 | 0,6059 | -2,2850 | 0,0223 |0,0716 | Bacteria | Desulfobacterota
ASV336 42,1149 -1,928904887 | 0,8537 | -2,2594 | 0,0239 |0,0716| Bacteria | Cyanobacteria
KO vs WT

ASV13 6441,3413 1,197065596 | 0,3286 | 3,6432 0,0003 |0,0024 | Bacteria Firmicutes

12 La microbiota bacteriana intestinal se modifica tanto por el consumo
cronico del etanol como por la ausencia del TLR4 en ratones macho
adultos

Para evaluar los cambios en los perfiles bacterianos del resto de los taxones, utilizamos el
paquete DESeq?2 para encontrar los ASVs con expresion estadisticamente diferente (p-valor
ajustado < 0.01) en tres comparativas: WTE frente a WT, TLR4-KOE frente a TLR4-KO y
TLR4-KO frente a WT.

Debido a la gran cantidad de informacion obtenida en los analisis comparativos, optamos
por ser mas estrictos con el p-valor usado para acotar los resultados, y cerciorarnos de estudiar
los cambios mas fiables. La cantidad de ASVs con cambios significativos de cada comparativa

vienen resumidos en la tabla 13.

Tabla 13: Taxones bacterianos con cambios significativos entre todas las comparativas realizadas.

Solo se han tenido en cuenta los ASVs con un p-valor ajustado < 0,01.

Taxones con abundancias significativamente distintas
Comparativa Disminuidos | Aumentados
Machos WTE vs WT 4 5
Machos KOE vs KO 14 4
Machos KO vs WT 14 11
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Encontramos que el etanol afectd a 9 ASVs especificos en la comparacion entre ratones
WTE y WT. La figura 36A muestra un gran incremento en el género Alloprevotella y en la
familia Muribaculacetae (filo Bacteroidota) y una disminucion de diferentes especies de
Lachnoclostridium 'y Lachnospiraceae NK4A136 group, provenientes de la familia
Lachnospiraceae (filo Firmicutes), aunque en uno de estos géneros (concretamente la especie
correspondiente al ASV61), el tratamiento con etanol aumentd sus niveles en oposicion a las

otras ASVs de la familia Lachnospiraceae.
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Andlisis de expresion diferencial (WTE vs WT) Diferencias de expresién en Orden y Familia (WTE vs WT)
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Figura 36: Analisis de la expresion diferencial de las bacterias de la microbiota intestinal a nivel de
Orden, Familia y Género entre los grupos de animales macho tratados con o sin alcohol. Los ASVs
que se expresan estadisticamente diferentes entre los grupos se representan con graficos de barras con
el cambio expresado en Log2. La posicion derecha indica especies enriquecidas y la posicion
izquierda indica especies disminuidas en dichas comparativas. Comparativas (A) WTE vs WT y (B)
KOE vs KO. Las pruebas de expresion diferencial se realizaron utilizando el paquete DESeq2. Solo se

muestran los ASVs con un p-valor ajustado < 0,01.
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A continuacion, comparamos la abundancia de bacterias en TLR4-KOE frente a TLR4-
KO (figura 36B). Esta comparacion muestra 18 ASVs especificos estadisticamente
significativos. Encontramos que el consumo de alcohol aumenta la familia Erysipelotrichaceae
en dos géneros separados: Dubosiella y Faecalibaculum. Por el contrario, el etanol induce un
efecto negativo en la familia Ruminococcaceae y los géneros Rikenellaceae RC9 gut group y
Erysipelatoclostridium, 'y  varios  géneros de la  familia  Lachnospiraceae
(Lachnospiraceae_UCG-006, Lachnoclostridium y Lachnospiraceae NK4A136 _group entre
otros) y Roseburiaceae NK4A136 group. Encontramos la mayor disminucién en el género

Roseburia.

Por ultimo, evaluamos el efecto del genotipo comparando TLR4-KO vs WT. La figura 37
revela un contraste complejo entre ambos genotipos, habiendo 25 ASVs especificos con
expresion estadisticamente diferente. El paquete DESeq2 muestra que la ausencia de TLR4
causa alteraciones importantes en la composicion del microbioma intestinal, e incluso

observamos efectos opuestos dentro del mismo género cuando se comparan WT y TLR4-KO.
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Figura 37: Analisis de la expresion diferencial de las bacterias de la microbiota intestinal a nivel de
Orden, Familia y Género entre ambos genotipos en machos. Los ASV que se expresan
estadisticamente diferentes entre los grupos experimentales se representan con graficos de barras con
el cambio expresado en Log2. La posicion derecha indica especies enriquecidas y la posicion
izquierda indica especies disminuidas en la comparativa. Las pruebas de expresion diferencial se

realizaron utilizando el paquete DESeq?2. Solo se muestran los ASV con un p-valor ajustado <0,01.
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Tanto la familia Muribaculaceae, como el género Alloprevotella engloban diferentes ASVs
con contrastes aumentados y disminuidos entre ellos (+ 10-20 log2 Foldchange). En la familia
Ruminococcaceae, los géneros Lachnospiraceae NK4A136 group y Papillibacter estan
regulados positivamente en ratones TLR4-KO en oposicion a la familia Muribaculaceae, los
géneros Faecalibaculum, Dubosiella, Bifidobacterium y Alistipes que se reducen en ausencia
del receptor TLR4. Cabe destacar que un resultado relevante es la importante reduccion (-21,9
Log2FoldChange) del género Bifidobacterium, siendo el tinico ASV con diferencia significativa

que no pertenece al filo Firmicutes o Bacteroidota.

13 La comunidad bacteriana se modifica de forma distinta en las
hembras que en machos por el consumo cronico de etanol y/o por la
ausencia del receptor TLR4

Después del estudio del perfil bacteriano en animales macho, realizamos las mismas
comparativas con muestras de heces obtenidas de las hembras en los 4 grupos de animales
experimentales. Descubrimos que el etanol afectaba a 16 ASV especificos en la comparacion de
ratones WTE y WT. La figura 38A muestra los cambios encontrados. En la tabla 14 se presenta

la cantidad de taxones que muestran cambios significativos en las comparativas de las hembras.

Tabla 14: Taxones bacterianos con cambios significativos entre todas las comparativas realizadas en

ratones hembra. Solo se han tenido en cuenta los ASVs con un p-valor ajustado < 0,01.

Taxones con abundancias significativamente distintas

Comparativa Disminuidos | Aumentados
Hembras WT T3 vs TO 10 6
Hembras KO T3 vs TO 15 10
Hembras WTE vs WT 8 8
Hembras KOE vs KO 23 24

Hembras KO vs WT 30 16
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Analisis de expresion diferencial (WTE vs WT)
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ASV26 Prevotellaceae Alloprevotella-
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ASV9T Sutterellaceae Parasutterella-
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ASV224 Muribaculaceae NA-

ASV187 Muribaculaceae NA-

ASV151 Muribaculaceae NA-

ASV110 Muribaculaceae NA-

ASV69 Prevotellaceae Alloprevotella-

ASV53 Prevotellaceae Alloprevotella-

ASV396 NA NA-
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ASV143 Lachnospiraceae Lachnospiraceae UCG-001-
ASV13 Muribaculaceae NA-

ASV19 Muribaculaceae NA-

ASV172 Lachnospiraceae Lachnospiraceae UCG-001-
ASV369 Lachnospiraceae [Eubacterium) xylanophilum group-
ASV252 Lachnospiraceae NA-

ASV320 Lachnospiraceae Lachnoclostridium-

ASV455 Oscillospiraceae NA-
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Figura 38: Analisis de la expresion diferencial de las bacterias de la microbiota intestinal a nivel de
Orden, Familia y Género entre los grupos tratados con etanol y los grupos control en hembras. Los

ASV que se expresan estadisticamente diferentes entre los grupos se representan con graficos de
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barras con el cambio expresado en Log2. La posicion derecha indica especies enriquecidas y la
posicion izquierda indica especies disminuidas en dichas comparativas. Comparativas (A) WTE vs
WT y (B) KOE vs KO. Las pruebas de expresion diferencial se realizaron utilizando el paquete

DESeq?. Solo se muestran los ASV con un p-valor ajustado <0,01.

De forma similar a los machos, el etanol causa un descenso de cuatro especies del género
Lachnospiraceae NK44136 _group, aunque sorprendentemente también el incremento de una
especie de este género, que podria ser la misma encontrada en los machos (siendo ambos ASVs
del mismo género). Este hecho no se puede confirmar sin llevar a cabo su taxonomia a nivel de
especie. Sin embargo, a diferencia de los machos, aqui los ASVs beneficiados pertenecen a los
géneros Coriobacteriaceae UCG-002, Lachnoclostridium (cuyo tnico ASV de dicho género en
ratones WT macho tratados con alcohol fue disminuido), Lachnospiraceae UCG-006,

Oscillibacter y Dubosiella.

Entre los taxones disminuidos por el consumo de etanol encontramos al género
Lachnospiraceae. NK44136 _group, el cual forma parte de la familia Lachnospiraceae,
mencionada anteriormente. A su vez se detectan también el género [Eubacterium] xylanophilum

group, un ASV del género Parabacteroides y otro de la familia Oscillospiraceae.

A continuacion, comparamos la abundancia de bacterias en TLR4 KOE frente a TLR4
KO (figura 38B). Esta comparacion muestra 47 ASVs especificos estadisticamente afectados,
mas que en la comparativa de los individuos de fenotipo salvaje tratados, como sucedié también

en el estudio de los machos.

Encontramos que el consumo de alcohol vuelve a incrementar especies de los géneros
Coriobacteriaceae  UCG-002, Dubosiella y los dos géneros mencionados antes de
Lachnospiraceae, Lachnospiraceae UCG-006 y Lachnoclostridium, a los que se une otro
género de esta familia, Marvinbryantia. Sin embargo, en estos animales se aprecian nuevos
aumentos de especies, pertenecientes al género Alloprevotella, Parasutterella, [Eubacterium]
siraeum group, a la familia Muribaculaceae y una ultima familia que no hemos podido

taxonomizar, del orden Clostridia UCG-014.

Las especies que salen perjudicadas en el consumo son dos del género Lachnospiraceae
UCG-001, otras dos de Lachnospiraceae NK4A4136 group, uno de los cuales pudo categorizarse
hasta el nivel de especie, siendo Lachnospiraceae bacterium NK4A136, y encontramos de
nuevo el ASV 369, que estaba también disminuido en los ratones WT tratados con etanol,
incluido en el género [Eubacterium] xylanophilum group. Aunque presentan especies
aumentadas por el etanol, también hay ASVs del género Alloprevotella y la familia
Muribaculaceae que presentan disminucion por el tratamiento. Los restantes ASVs que se
encuentran disminuidos en esta comparativa son de la familia Oscillospiraceae, exceptuando
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uno que no hemos podido clasificar, por encontrarse por debajo del orden al que pertenece, el

orden Clostridia vadinBB60 grupo.

Por ultimo, evaluamos el efecto del genotipo comparando TLR4-KO vs WT. La figura 39

muestra un contraste complejo entre ambos genotipos, siendo 46 los ASV con expresion

estadisticamente diferente. Los géneros Lachnoclostridium, Alloprevotella y la familia

Muribaculaceae muestran especies tanto disminuidas como aumentadas en dicha comparativa.

Diversos taxones presentan incremento en los individuos TLR4-KO, como son el orden

Clostridia UCG-014, los

géneros

Marvinbryantia,

[Eubacterium] siraeum group 'y

Lachnospiraceae UCG-006, y la especie Bacteroides acidifaciens.

Analisis de expresion diferencial (KO vs WT)

ASV229 Lachnospiraceae Lachnoclostridium-

ASV125 Lachnospiraceae Lachnospiraceae UCG-006-
ASV264 NA NA-
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ASV204 Lachnospiraceae Lachnoclostridium-

ASV219 Lachnospiraceae Lachnoclostridium-

ASV196 Lachnospiraceae Lachnospiraceae NK4A136 group-
ASV21 Prevotellaceae Alloprevotella-

ASV26 Prevotellaceae Alloprevoiella-

ASV65 Muribaculaceae NA-

ASV174 Ruminococcaceae [Eubacterium) siraeum group-
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ASV61 Muribaculaceae NA-

ASV53 Prevotellaceae Alloprevotella-
ASV396 NA NA-

ASV547 Oscillospiraceae NA-

ASV171 Erysipelotrichaceae Dubosiella-
ASV143 Lachnospiraceae Lachnospiraceae UCG-001-
ASV50 Erysipelotrichaceae Dubosiella-

ASV13 Muribaculaceae NA-

ASV48 Bifidobacteriaceae Bifidobacterium-
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ASV294 Oscillospiraceae Oscillibacter-
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ASV214 Lachnospiraceae Lachnoclostridium-
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Figura 39: Analisis de la expresion diferencial de las bacterias de la microbiota intestinal a nivel de

Orden, Familia y Género entre ambos genotipos en hembras. Los ASVs que se expresan

estadisticamente diferentes entre los grupos se representan con graficos de barras con el cambio

expresado en Log2. La posicion derecha indica especies enriquecidas y la posicion izquierda indica
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especies disminuidas en las comparativas. Las pruebas de expresion diferencial se realizaron

utilizando el paquete DESeq2. Solo se muestran los ASV con un p-valor ajustado <0,01.

En contraposicion, los taxones con mayor abundancia en los ratones WT salvajes son los
géneros Alistipes, Dubosiella (dos géneros que también hemos visto disminuidos en la
comparativa de genotipo en los ratones macho), [Eubacterium] xylanophilum group,
Lachnospiraceae UCG-001 y Lachnospiraceae NK4A4136 group, la familia Oscillospiraceae, el
orden Clostridia vadinBB60 group y la especie bifidobacterium pseudolongum. Aunque en los
machos el ASV perteneciente al género Bifidobacterium no pudimos clasificarlo hasta la
especie, debido a que en los dos géneros estos ASVs presentaban valores disminuidos en los
ratones TLR4-KO, teorizamos que la especie encontrada en machos fuera también

Bifidobacterium pseudolongum.

Con todo esto, podemos concluir que tanto la presencia del receptor TLR4, como el
consumo cronico de etanol son importantes factores determinantes de la microbiota intestinal,

independientemente del género del hospedador.

14 Analisis del efecto del envejecimiento sobre los taxones bacterianos en
hembras

Aprovechando que en las hembras recogimos muestras de heces tanto al comienzo como al
final del tratamiento, lo que constituye un tiempo de tres meses, realizamos también una
comparativa de esas muestras en las hembras no tratadas para comprobar que cambios causaba

en la microbiota el envejecimiento de los individuos.

En las hembras WT se encontraron 16 ASVs especificos con cambios significativos entre
las heces recogidas a los dos meses de edad y las recogidas a los cinco meses de edad (figura
40A). Aunque un ASV del género Lachnospiraceae NK4A4136 group es el que presenta una
mayor abundancia con la edad, hemos encontrado disminuidos los ASVs en cada uno de los
géneros, Lachnospiraceae UCG-006, [Eubacterium] xylanophilum groupK, Lachnoclostridium,
y finalmente uno en la familia Lachnospiraceae, que no hemos logrado identificar a nivel de
género. Otros tres ASVs, pertenecientes uno de ellos al género Parabacteroides y dos a la
familia Oscillospiraceae (uno de ellos del género Oscillibacter) también presentan mayor
abundancia tras los tres meses. Por otra parte, los géneros Dubosiella, Oscillibacter,
Coriobacteriaceae UCG-002, la familia Muribaculaceae y el orden Clostridia UCG-014

presentan ASVs con menor abundancia en el individuo envejecido.
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Figura 40: Analisis de la expresion diferencial de las bacterias de la microbiota intestinal a nivel de

Orden, Familia y Género en los grupos WT y KO entre las muestras a los cinco meses y a los dos

meses, siendo el tiempo la tnica variable. Los ASV que se expresan estadisticamente diferentes entre

los grupos se representan con graficos de barras con el cambio expresado en Log2. La posicion
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derecha indica especies enriquecidas y la posicion izquierda indica especies disminuidas en las
comparativas. Comparativas (A) WT T3 vs WT TO y (B) KO T3 vs KO TO0. Las pruebas de expresion
diferencial se realizaron utilizando el paquete DESeq2. Solo se muestran los ASV con un p-valor

ajustado <0,01.

De forma similar a lo que ocurria en el tratamiento de alcohol, los individuos TLR4-KO
muestran una microbiota menos estable frente a la variable tiempo que los individuos salvajes,
encontrando en ellos 25 ASVs especificos con cambios significativos al comparar las muestras
de distintas edades (figura 40B). El género Coriobacteriaceae UCG-002, que en los WT
disminuia con el tiempo, en los TLR4-KO presenta al contrario un ASV con una mayor
abundancia en los individuos envejecidos. Otros ASVs incrementados con la edad en las heces
son de los géneros Lachnoclostridium, Oscillospiraceae UCG-003, Lachnospiraceae NK4A4136
group, GCA-900066575 (de la familia Lachnospiraceae) y Bifidobacterium. Dentro de los
géneros disminuidos por la edad, encontramos en comun con los individuos WT al género
Dubosiella, siendo en este taxon donde se encuentra el ASV 190, el tinico disminuido en ambos
genotipos por el tiempo, y la familia Muribaculaceae. También presentan disminucion los
géneros Alistipes y Lachnospiraceae UCG-001, el orden Clostridia vadinBB60 group y la
especie bifidobacterium pseudolongum. Asi pues, confirmamos que en el presente estudio la
edad también es un condicionante para la microbiota intestinal, y que esta variable también

cambia a lo largo de la vida del individuo en ambos genotipos analizados.

15 Papel del TLR4 en las alteraciones inducidas por el etanol en los
genes estructurales del intestino

Un proceso inflamatorio cronico y la ruptura de la homeostasis bacteriana son dos factores
de riesgo para el correcto funcionamiento del intestino. Por eso, decidimos comprobar la
expresion de varios genes estructurales asociados con la permeabilidad y el equilibrio del
aparato digestivo (figura 41). En nuestros resultados hemos hallado que, la expresion génica de
la intelectina 1 (ITLN1) esta regulada de forma positiva en el grupo de animales WT tratados
con etanol (F (3, 20) = 4.935, p-valor < 0.05), pero no se observd un efecto significativo en los
TLR4-KO tratados con etanol. Ademas, el gen regulador de la conductancia transmembrana de
la fibrosis quistica (CFTR) (un canal i6nico epitelial), sufrio una reduccion importante en el
grupo WT tratado con etanol (F (3, 20) = 3.568, p-valor < 0.05), pero la expresion de este gen

no se ve alterada en ambos grupos TLR4-KO tratados o no con etanol.
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Figura 41: Niveles de expresion en el colon de ratones WT y TLR4 KO, con y sin tratamiento con
etanol, de diversos genes. Expresion de ITNL1, CFTR, CDHI1, MUC2 y AQPS. * p < 0.05 para
comparacion de tratamientos, y # p < 0.05 para comparacion de genotipos por One-Way ANOVA,
con la prueba de Tukey para comparaciones multiples, excepto MUC2 y AQPS8, que fueron
analizados por la prueba de Kruskal-Wallis y la prueba Dunn para comparaciones. N = 6. Barras

representadas como [media + SEM].

La ingesta cronica de etanol también disminuye la expresion génica de cadherina 1
(CDH1) tanto en ratones WT como TLR4-KO cuando son sometidos al tratamiento de alcohol
(F (3, 19) = 9.957, p-valor < 0.05). Sin embargo, la expresion basal de CDH1 en TLR4-KO es
mas alta que en los ratones WT, y esos niveles mas elevados se aprecian tanto en el grupo

control como en el grupo tratado con etanol.

Los genes de la glicoproteina secretora mucina-2 (MUC2) y aquaporina-8 (AQP8) no
sufrieron cambios significativos en el colon, aunque podemos apreciar en la grafica como
muestran un patron similar a la CDH1. Aunque el tratamiento de alcohol disminuye la expresion
en ambos genotipos, los animales TLR4-KO poseen unos valores basales superiores a los
ratones WT, lo que conlleva a que los animales TLR4-KO tratados con etanol presenten
también valores mas elevados de ARNm que su contraparte WT, a pesar del descenso. Un
mayor tamafio muestral podria demostrar estas diferencias a nivel significativo y corroborar este

comportamiento en la expresion de dichos genes.
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16 La abundancia de los taxones bacterianos se correlaciona con la
expresion de genes intestinales especificos

A continuacidn, investigamos la posible relacion entre bacterias y genes del huésped en
todos los grupos de machos. Para este objetivo, se determinaron las correlaciones entre los
genes estructurales previamente analizados con cambios significativos y 3 taxones microbianos
con especies con expresion significativamente diferente, que fueron las familiae
Erysipelotrichaceae y Lachnospiraceae, y el filo Firmicutes. Debido a la gran cantidad de
taxones que tenian bacterias con abundancias significativamente distintas entre las
comparativas, decidimos acotar a tres que consideramos las mas interesantes. El filo Firmicutes
fue escogido debido a ser el tnico de los dos filos dominantes con diferencias significativas,
incluyendo su aumento en los individuos TLR4-KO y su disminuciéon por el tratamiento
alcohodlico. Las familiae Erysipelotrichaceae y Lachnospiraceae se escogieron como las mas

abundantes dentro del filo Firmicutes.

Usando correlaciones de Spearman, encontramos 4 correlaciones gen-microorganismo
significativas (p-valor < 0,1) (figura 42). Todas las correlaciones que se encontraron eran
negativas entre microorganismos y genes, y todas estas se presentaban en los grupos de
animales tratados con etanol (p-valor < 0,1), mientras que no observamos correlaciones
significativas en ambos genotipos de animales control. La correlacion negativa mas fuerte (p-
valor < 0,01) se observé entre la familia Lachnospiraceae con CFTR (rho de Spearman = -1), en
el grupo WTE. Otras correlaciones negativas importantes fueron ITLN1-Erysipelotrichaceae en
KOE (Spearman’s rho = -0,89), CFTR-Firmicutes (Spearman s rho = -0,94) en WTE y CDH1-
Lachnospiraceae (Spearman’s tho = -0, 83) en WTE.
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Figura 42: Diagramas de dispersion que representan el andlisis de correlacion entre genes
estructurales de intestino y taxones bacterianos que presentaron abundancia diferencial dentro de los
grupos de animales experimentales. La fuerza de la correlacion (coeficiente de correlacion de

Spearman) se representa como (R) y la significancia como (p), ambos se indican en cada grafico.

17 Perfil de metabolitos analizado por RMN en cerebros de ratones WT
y WTE

Por ultimo, analizamos si los cambios observados en la microbiota intestinal, asi como la
alteracion de la permeabilidad intestinal producida por el consumo de alcohol, son aspectos

suficientemente importantes para que se puedan ver reflejados en la expresion de diferentes
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metabolitos a nivel de cerebro. Para ello, decidimos usar el método de resonancia magnética
nuclear (RMN) para cuantificar un amplio espectro de compuestos moleculares en la corteza
cerebral y generar perfiles de metabolitos, entre los que se encuentran aminodcidos, lipidos o
moléculas mensajeras vinculadas al cerebro. Como se menciona en la introduccion, el etanol
puede provocar directamente cambios en el cerebro, como neuroinflamacién, que podrian
confundirse por error con cambios inducidos por la microbiota; por ello, no hemos considerado
las citocinas y otros elementos que participan directamente con el sistema inmunologico o el
dafio tisular. Nos hemos centrado en dos de los cuatro grupos: WT y WTE, donde el etanol ha

causado un mayor niumero de cambios.

Los espectros de RMN se normalizaron a los correspondientes pesos de tejido usados para
evaluar el contenido relativo de los metabolitos extraidos y analizados. Se identificaron un total
de 39 metabolitos, y dos difirieron significativamente (p-valor < 0,05 por prueba T
independiente) entre los animales. En el cerebro de ratones tratados con etanol, el nivel de
lactato aumento6 significativamente y el nivel de NAD + disminuy6 significativamente. Se
demostrd a partir de un Analisis de Componentes Principales (ACP, o por sus siglas en ingles
PCA) (figura 43), que los ratones WT mostraron mayor heterogeneidad en los metabolitos y sus
concentraciones analizadas en el cerebro, mientras que los ratones WT tratados con etanol,
debido a dicho tratamiento tienen una menor variabilidad en varios metabolitos especificos,
agrupando las cuatro muestras en un unico cluster definido. Los metabolitos analizados que
fueron significativos, con sus valores de concentracion normalizados y el rango en el que fueron
localizados se proporcionan en la tabla 15. Cabe considerar, que estos perfiles se pueden deber
al efecto directo del etanol sobre el cerebro, ya que son metabolitos vinculados al estado
oxidativo del tejido, sin que las alteraciones en la microbiota intestinal tengan repercusion en los
metabolitos analizados. Por ello consideramos no llevar a cabo el perfil de metabolitos de los

grupos de animales TLR4-KO tratados con o sin alcohol.
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Figura 43: Efectos del etanol sobre los perfiles metabdlicos en muestras de tejido cerebral.
Clasificacion ACP (escala de Pareto) basada en los espectros normalizados. WT en rojo y WTE en
azul. El quinto punto de mayor tamafio en ambos grupos indica la media de las muestras y las elipses
expresa la variabilidad.
Tabla 15. Metabolitos analizados que presentaron cambios significativos (p-valor < 0,05) con los
valores de sus concentraciones normalizados y las regiones integradas en el RMN usadas para su
estudio.
Muestra
Metabolito Region (ppm) WT 4 WT 5 WT 7 WT 8 WTE1 WTE2 | WTE3 WTE4
TSP (estandar) | 0,158 | 0,183 0,047 0,052 0,037 0,043 0,080 0,053 0,052 0,067
Lactato 1,313 | 1,352 | 100,480 | 109,207 | 108,718 | 111,638 | 124,409 | 118,780 | 122,336 | 126,592
NAD+ 8,821 | 8,862 0,069 0,025 0,031 0,039 0,017 0,018 0,017 0,012
NAD+ 9,137 | 9,175 0,078 0,048 0,045 0,035 0,014 0,026 0,030 0,029
Nucleétidos 4,594 | 4,630 0,933 1,204 1,618 1,069 0,814 0,790 0,768 0,896
Nucleotidos 6,071 | 6,083 0,759 0,691 0,870 0,928 0,667 0,543 0,634 0,592
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1 La corteza de los ratones TLR4-KO presenta un perfil de miARN
unico en alcohdlicos cronicos

Trabajos en los ultimos afios han establecido el papel fundamental de la via de
sefalizacion del TLR4 y su activacion por el alcohol en diferentes procesos patoldgicos en el
SNC. En concreto, se ha demostrado que el consumo de alcohol es capaz de producir
neuroinflamacion (Alfonso-Loeches et al.,, 2010; Lippai et al.,, 2013), muerte neuronal,
degradacion de la mielina (Alfonso-Loeches et al., 2012), desregulacion de las vias proteoliticas
(concretamente la via ubiquitina-proteasoma y la via autofagia-lisosoma) (Pla, Pascual, Renau-

Piqueras, & Guerri, 2014) y por tanto neurodegeneracion (Alfonso-Loeches et al., 2010).

El cerebro es uno de los 6rganos con mayor expresion de miARNs (Boudreau et al.,
2014; Cao, Li, & Chan, 2016; Narayan, Bommakanti, & Patel, 2015), donde desempefian un
importante papel regulador en la expresion génica, debido a su capacidad de que un solo
miARN pueda unirse a multiples ARNms (Catalanotto, Cogoni, & Zardo, 2016), permitiendo

que la célula se adapte rapidamente a cambios en el entorno.

Distintos estudios han demostrado que el abuso del alcohol desregula los miARNS, y se
han identificado cambios en la expresion de los miARNs en la corteza frontal y en otras
regiones cerebrales en humanos alcoholicos post-mortem (Lewohl et al., 2011; Mamdani et al.,
2015), y también en la corteza de ratones alcoholicos cronicos (Gorini, Nunez, & Mayfield,

2013; Nunez et al., 2013; Osterndorff-Kahanek et al., 2018; Tapocik et al., 2012).

Teniendo en cuenta por tanto que los miARNSs, con su funcién reguladora de la
expresion génica, desempefian un papel clave en las enfermedades neurodegenerativas (Cao et
al., 2016), la respuesta del sistema inmune y la neuroinflamacion (Cardoso, Guedes, & De
Lima, 2016), uno de los primeros objetivos fue evaluar el potencial papel modulador de los
miARNs en la respuesta inmune del TLR4 inducida por el alcohol, y la consiguiente

neuroinflamacion en la corteza cerebral.

Para identificar los miARNs afectados por el consumo crénico de alcohol y su relacion
con la respuesta del TLR4 en la corteza cerebral del raton, decidimos realizar una secuenciacion
del ARNp, seguida de analisis informaticos. Se identificaron varios miARNs que se expresaban
de manera diferente en las cortezas de los ratones tratados cronicamente con etanol, y
vinculados todos ellos con la excitabilidad neuronal, la ruta de sefializacion del TLR4 y la
inflamacién. Anteriormente ya se habian detectado en las cortezas prefrontales de personas
alcohdlicas y de ratones sometidos a consumo cronico de alcohol varios miARNs alterados,

como eran miR-152, let-7, mirR-15, miR-140 y miR-7, entre otros (Lewohl et al., 2011).
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De entre los miARNs que presentaron cambios en nuestros grupos de estudio destacan
dos clusteres de miARNS, el cluster miR-183C (que agrupa los miARNs miR-183, -96, -182) y
la familia miR-200s, que regulan genes diana como MAPK e ILIR1, que se encontraban
regulados negativamente en las cortezas cerebrales de los ratones TLR4-KO en comparacién a
los controles WT. Estos hallazgos indican un rol especifico de la sefializacion del TLR4 en la

expresion de los miARNs inducidos por el alcohol.

En consonancia con nuestros resultados, se han identificado varios miARNs (miR-
183C, miR-96, miR-451, miR-200, miR-182, miR146, miR-127 y let-7b) cuyos niveles estaban
incrementados en las cortezas cerebrales de ratones que se encontraban en las primeras etapas
de la dependencia al alcohol (Nunez et al., 2013). Sin embargo, en nuestros resultados
observamos una regulacion a la baja con el consumo cronico de alcohol, exceptuando el miARN
let-7b, que mantuvo la expresion al alza. Las adaptaciones sufridas por los miARNs después de
una ingesta de alcohol a largo plazo, junto con diferencias tanto en el modelo del alcohol como
en la metodologia utilizada para evaluar los miARNs (NGS frente a microarrays) (Edeki, 2012),
podrian explicar las diferencias observadas. Algunos miARNs, como el miR-411, se han
asociado directamente con el consumo del alcohol (Most et al., 2019), mientras que otros
miARNs, como el let-7b que se expresa principalmente en microglia, participa en la propia

patologia neurologica (Coleman, Zou, & Crews, 2017).

Utilizando un analisis de expresion en la corteza cerebral de los ratones, integrado con
métodos bioinformaticos, identificamos que el 50% de los miARNs obtenidos inicialmente en
nuestras muestras correspondian a solo siete miARNs (mmu-miR-181a, mmu-miR-26a, mmu-
miR-125a, mmu-miR-30d, mmu-miR-125b, mmu-miR-486a y mmu-miR-486b). Algunos de
estos miARNSs, como el miR-181a, se han relacionado con la enfermedad de la esclerosis
multiple y la sefializacion del TNF-o (Ghorbani, Talebi, Chan, et al., 2017; Ghorbani, Talebi,
Ghasemi, et al., 2017), o el miR-125, que controla la integracion de la actividad sinaptica y
participa en la modulacion de las sefiales de la inmunidad innata (Chawla, Deosthale, Childress,

Wu, & Sokol, 2016; H. M. Lee, Kim, & Jo, 2016).

Cuando se evalud la expresion diferencial de los miARNs asociados al tratamiento
cronico con alcohol, observamos que mientras que 14 miARNSs estaban disminuidos, 7 habian
aumentado, cuando se comparaban los datos de ratones WT tratados y sin tratar con alcohol.
Los resultados demostraron que el consumo cronico de alcohol no solo altera un gran nimero de
miARNS, sino que un solo miARNSs tiene la potencial capacidad de regular una gran cantidad de
genes relacionados con las alteraciones causadas por el alcohol (Nunez & Mayfield, 2012;
Tapocik et al., 2012). Ademas, teniendo en cuenta que los miARNSs tienen como funcion

principal la regulacion negativa de sus ARNm diana (MacFarlane & R. Murphy, 2010), y que el
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consumo de alcohol reduce la expresion de varios miARNSs, los resultados sugieren que el
consumo crénico de etanol causa una sobreexpresion de diferentes genes en la corteza cerebral.
En otras comparaciones, observamos que la expresion de 9 miARNs estaba aumentada, pero
solo un miARN se regulaba a la baja entre los ratones TLR4-KO tratados con y sin alcohol. Por
tanto, el alcohol tiene una menor influencia en los ratones que carecian del receptor, al menos en

la expresion relativa de los miARNSs.

Otro comportamiento interesante fue en el cluster del miR-183C (miR-182/96/183), que
estaba regulado a la baja en la corteza cerebral de los ratones WT. En cambio, no se observaron
diferencias significativas en los ratones TLR4-KO, sugiriendo entonces que el etanol requiere
de la presencia del receptor TLR4 para alterar estos miARNs. Salvo excepciones, los miARNs
que componen un mismo cluster tienen un factor de transcripcion o ruta de sefializaciéon comtn

(Kabekkodu et al., 2018), y es también el caso del miR-183C (Ichiyama et al., 2016).

El cluster miR-183C tiene secuencias homologas a distintos genes (Dambal, Shah,
Mihelich, & Nonn, 2015) que estan implicados en diversas patologias, como enfermedades
autoinmunes (Dai et al., 2010), trastornos neurologicos y neurodegenerativos (Kye et al., 2014;
Ubhi et al., 2014), dolor neuropatico (H. P. Chen et al., 2014) y degeneracion retiniana
(Lumayag et al., 2013). Los tres miARNs que componen este cluster también se desregularon en

la corteza frontal de ratones en las primeras etapas del consumo de alcohol (Nunez et al., 2013).

En relacion con la familia del miR-200, ambos miR-200a y 200b se encuentran
regulados negativamente en la corteza de los ratones con ingesta de alcohol de genotipo WT.
Sin embargo, en los TLR4-KO, solo el 200a repite la disminucion por el tratamiento alcoholico.
Mientras que el miR-200b estd relacionado con el TLR4 y su cascada inflamatoria, ya que
reprime la expresion de la proteina MyD88 y disminuye sus transcritos, como el NF-xB (J.
Chen, Liu, & Yang, 2014; Wendlandt, Graff, Gioannini, McCaffrey, & Wilson, 2012), no
parece que el miR-200a actie en esas rutas. Se ha encontrado el miR-200a inducido en
enfermedad hepatica alcoholica, regulando el gen ZEB2, vinculado a la actividad apoptética y
no a la inflamatoria (Zhao et al., 2018). A diferencia del clister miR-183C, en la familia del
miR-200 parece que sus dos componentes afectados participan en diferentes etapas de las
alteraciones del etanol, el 200b vinculado a la actividad del TLR4 mientras que el 200a estaria

vinculado a una ruta distinta.

En resumen, los presentes resultados destacan nuevos miARNs putativos en la corteza
cerebral de raton que estan involucrados en la neuroinflamacion inducida por el alcohol, aunque

el etanol requiere la activacion del TLR4 para alterar varios de estos miARNS.
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2 El nanoconjugado con curcumina reduce la neuroinflamacion en
alcohdlicos cronicos

Durante los ultimos afios, nuestro laboratorio se ha interesado por la blsqueda de
posibles dianas terapéuticas para paliar la neuroinflamacion producida por el consumo de
alcohol. De hecho, nuestro grupo ha demostrado que la indometacina previene alteraciones del
comportamiento (Maria Pascual, Blanco, Cauli, Mifiarro, & Guerri, 2007) y el nalmefeno
previene la neuroinflamacion y el dafio cerebral debidos al consumo de alcohol (Montesinos,
Gil, & Guerri, 2017). Por ello, en este trabajo hemos utilizado un nanoconjungado disefiado
para transportar un curcuminoide al cerebro, que tiene propiedades antiinflamatorias y
antioxidantes para paliar la respuesta neuroinflamatoria producida por el consumo crénico de

alcohol.

En las ultimas décadas se han confirmado las propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias de los curcuminoides a través de la inhibicion de diferentes vias
proinflamatorias como la de los factores de transcripcion NFkB y AP-1 (Shehzad, Rehman, &
Lee, 2013), la via de sefializacion del TLR4 y la via de activacion del inflamasoma NALP3 (del
inglés NAcht Leucine-rich repeat Protein 3) (Yin et al., 2018). Esta capacidad antinflamatoria
ha sido aprovechada ya en casos practicos. En pacientes con sindrome metabolico, la
suplementacion con curcumina disminuy6 la concentracion en suero de TNF-a, IL-6, TGF-B y
MCP-1 (Panahi, Hosseini, et al., 2016). Con la proteina C reactiva, otro marcador habitual de
inflamacién sistémica, se han visto reducidos sus niveles con la suplementacion de

curcuminoides (Sahebkar, 2014).

Sin embargo, su escasa solubilidad en agua (Tennesen, Masson, & Loftsson, 2002) y la
inestabilidad que sufren en condiciones acidas, basicas u oxidativas limitan la biodisponibilidad
de los curcuminoides (Sharma, Gescher, & Steward, 2005). La nanoformulacion de estos
compuestos puede mejorar su solubilidad acuosa y alterar su farmacocinética y, por lo tanto,
mejorar su potencial terapéutico innato (Duro-Castano et al., 2017). A lo anterior afiadimos que,
si bien algunos estudios han proporcionado evidencia de que los curcuminoides pueden
atravesar la BHE y llegar al cerebro (Q. Wang et al., 2005), las nanoparticulas transportadoras
de curcuminoides prolongan significativamente el tiempo de retencion de los curcuminoides en
la corteza cerebral (aumentado en un +96%) y en el hipocampo (aumentado en un +83%) (Tsai

etal., 2011).

Utilizando un conjugado de BDMC basado en poliacetal, otros grupos han confirmado
que la administracion de nanoconjugados de BDMC, sensibles al pH, muestra ventajas

significativas en la neuroproteccion y neurorregeneracion después de la administracion
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intratecal en modelos de lesion de médula espinal (Requejo-Aguilar et al., 2017) frente al uso
del compuesto en su forma libre. Utilizando un enlace éster para conjugar el BDMC, también se
describi6 anteriormente cdmo el conjugado StCIPr-BDMC (en este caso no dirigido) protegia
tanto células renales, que eran tratadas con estimulos proinflamatorios letales, como un modelo
experimental de raton de inflamacion renal aguda nefrotdxica en comparacidon de nuevo con la
forma libre del BDMC (Coérdoba-David et al., 2020). Cambios en los niveles de pH estan
asociados con la neuroinflamacion (Kellum, Song, & Li, 2004; Ortega-Ramirez, Vega, & Soto,
2017), lo que respalda el disefio de nanoconjugados y el sistema de liberacion. El polimero
protege al curcuminoide del ambiente acido, y al mismo tiempo por la naturaleza del enlace
éster, aumenta su liberacion en ese medio, frente a otras zonas del organismo donde no es
necesario. Es importante sefialar que también se ha empleado el mismo nanoconjugado dirigido
a LRP1, StCIPr-BDMC-ANG, para mejorar el paso a través de la BHE en ratones APP / PSI1,
que son un modelo murino de la enfermedad de Alzheimer (Lok et al., 2013), demostrando su
seguridad y eficacia (con una recuperacion de la capacidad olfativa) (Cuesta et al., 2021;
Melnyk, Pordevi¢, Conejos-Sanchez, & Vicent, 2020). En conjunto, los resultados anteriores
nos llevaron a utilizar el polimero StCIPr-BDMC-ANG para el tratamiento de una situacion
neuroinflamatoria crénica menos explorada, pero de gran prevalencia en la sociedad actual,

como es la desencadenada por el consumo cronico de alcohol.

Ademéds, puesto que los curcuminoides pueden suprimir la activacion de TLR4 y
NALP3 (Yin et al., 2018), podrian también bloquear la neuroinflamacion inducida por el etanol
(figura 44). Nuestros estudios han demostrado que la administracion intravenosa del StClPr-
BDMC-ANG, produjo una reduccion significativa de proteinas neuroinflamatorias (TLR4,
COX-2, iNOS, IL-1B y fractalkine) en la corteza cerebral de ratones con una ingesta cronica de

etanol.
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Figura 44. Cuando el curcuminoide atraviesa la BHE y llega al cerebro, su actividad antiinflamatoria

disminuye la cascada inflamatoria causada por el etanol en individuos alcohdlicos.

Los resultados expuestos en la presente tesis indicaron también que el tratamiento con
StCIPr-BDMC-ANG revierte la regulacion a la baja de la expresion de algunos miARNs, como
miR146a-5p y miR-let-7b-5p inducida por el tratamiento con etanol. Dichos miARNs
desempefian funciones vitales en la regulacion de los procesos tanto inflamatorios, como
oxidativos, y la regulacion positiva de estos miARNs atenua las vias inflamatorias mediadas por
la sefializacion TLR4 / NF«xB (E. A. Ye & Steinle, 2016) y la consecuente liberacion de
citocinas y mediadores (Yuhan Chen et al., 2016). Por ejemplo, esta registrada una reduccion de
miR146a-5p en varias enfermedades inflamatorias, trastornos cerebrales y neuropatias asociadas
con la neuroinflamacion (L. Chen et al., 2019; Yuhan Chen et al., 2016; Y. Xie et al., 2018). De
manera similar, Let-7b tiene entre los ARNm a los que se une el propio ARNm del TLR4,
permitiéndole inhibir la activacion de la ruta TLR4 / NF-«xB y la expresion de genes
inflamatorios (Teng et al., 2013). De hecho, este ultimo miARN se considera un biomarcador de
la enfermedad de Alzheimer (Y. Liu, He, Li, & Wang, 2018). Por lo tanto, la reduccion inducida
por el etanol en los niveles de miR-146a y Let-7b podria estar asociada con una regulacion a la
baja de la neuroinflamacion y de la via de sefializacion de TLR4 / NF-«B. Esta regulacion de los
miARNs podria incluso ser parcialmente la responsable del descenso en los niveles de las
proteinas inflamatorias, lo que explicaria que los niveles de sus ARNm apenas se hayan visto
afectados pero su transcripcion a proteina se encuentre disminuida. Los resultados obtenidos
sugieren que el tratamiento con StCIPr-BDMC-ANG puede revertir estas alteraciones

perjudiciales.

En resumen, los datos dan a entender que el StCIPr-BDMC-ANG, un nanoconjugado de

BDMC basado en polipéptidos dirigidos, puede aliviar el dafio causado por el abuso del alcohol
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en el cerebro. Estos hallazgos son una evidencia de la posible importancia que tendran en el
futuro los miARNSs para el control de la inflamacion en particular y las enfermedades nerviosas
en general, y del potencial terapéutico de los nanoconjugados curcuminoides basados en
polipéptidos, que pueden proporcionar un nuevo medio para tratar la neuroinflamacioén asociada

con el abuso de alcohol y otras enfermedades neurodegenerativas.

3 La ausencia del receptor TLR4 genera una microbiota diferente
con otras adaptaciones tras el consumo de etanol

Cada vez hay mas estudios que demuestran la importancia de la microbiota intestinal en
la salud del hospedador, contribuyendo e interactuando con el resto del organismo, incluso
siendo a veces considerada como un “organo esencial” por algunos autores (Riccio & Rossano,
2020). Es por ello, que el siguiente objetivo a desarrollar en esta tesis fue el estudio de los
cambios producidos en el perfil bacteriano intestinal tras el consumo de alcohol y la ausencia

del receptor TLR4.

Para entender la complejidad y la relevancia de la microbiota intestinal en el organismo,
solo hay que pensar que la microbiota intestinal tiene aproximadamente 150 veces mas genes
que todo el genoma humano (Qin et al., 2010), con su correspondiente versatilidad bioquimica.
Los avances mas recientes en este campo han demostrado que los microorganismos en el
intestino humano no solo colaboran con el sistema digestivo, sino que también estan
involucrados en casi todos los procesos biologicos humanos (Pascale et al., 2018). Sin embargo,
muchos de estos mismos estudios también han demostrado que disfunciones en la microbiota
humana participan en distintas enfermedades, como la enfermedades inflamatorias intestinales,
la diabetes mellitus, neuroinflamacion, etc. (Fung, Olson, & Hsiao, 2017; H. J. Wu & Whu,
2012).

En relacion con el alcohol, su abuso causa disbiosis, inflamaciéon y permeabilidad del
epitelio intestinal (Bishehsari et al., 2017; Bode & Bode, 2003), y de nuevo en estos trastornos
no es inusual que el SII contribuya de forma patogénica. Es por ello por lo que en el siguiente
apartado de la presente tesis mostramos como el consumo cronico de alcohol causa inflamacion
intestinal y alteraciones de la microbiota, y que en estos dafios se encuentra involucrada la

activacion del receptor TLR4.

Como se expuso en la introduccidn, el TLR4 se expresa en la mayoria de las lineas de
células epiteliales y reconoce diferentes tipos de componentes bacterias, participando por tanto
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en la homeostasis intestinal y siendo intermediarios de su relacion con el hospedador. Un mal
funcionamiento o estado de este receptor puede desembocar en inflamacidén. Pacientes con
enfermedades inflamatorias intestinales, tanto colitis ulcerosa como la enfermedad de Crohn,
tenian el TLR4 hiperactivo y, sin embargo, el TLR3 y el TLRS, con una expresion constitutiva
superior en el epitelio intestinal, permanecian sin cambios (Cario & Podolsky, 2000). En otras
situaciones la inflamacion debida al TLR4 no se debe a un funcionamiento anémalo o la
presencia de una infeccion patogénica. (Caesar, Tremaroli, Kovatcheva-Datchary, Cani, &
Bickhed, 2015)comprobaron que, al alimentar a unos ratones con manteca de cerdo, rica en
grasas saturadas, frente a ratones alimentados con aceite de pez, rico en grasas insaturadas, los
primeros tenian unos niveles mas elevados de LPS y por ende una mayor actividad del TLR4
por sobreexposicion. Estas situaciones prolongadas de sefalizacion del TLR4 pueden
desembocar en trastornos mas graves, siendo entre otros un importante factor de riesgo del

cancer de colon (Fukata et al., 2007).

El papel de los TLRs en el control de la microbiota de la mucosa colonica se ha
demostrado en varios estudios (Burguefio & Abreu, 2020; Xiao et al., 2019) y se ha observado
como los ratones sin TLR4 presentaban un ecosistema bacteriano diferente al de sus
contrapartes de genotipo salvaje (Xiao et al., 2019). Nuestros resultados muestran que, después
de los 3 meses del tratamiento alcohdlico y a la edad de 5 meses, ambos grupos de ratones
TLR4-KO control y TLR4-KO tratados manifestaban una microbiota propia y unica, distinta
tanto entre los dos grupos mencionados, como cuando se comparaban con los grupos de

genotipo WT, tanto WT control como WT tratado.

Utilizando la secuenciacion del gen 16S rRNA, realizamos un analisis y clasificacion
taxonomicos del contenido bacteriano de las heces. Encontramos una serie de cambios
significativos en las abundancias bacterianas de los ratones tratados con alcohol en comparacion
con sus respectivos controles, y de los ratones WT frente a los ratones TLR4-KO. Dos de los
filos identificados, Bacteroidetes y Firmicutes, constituian el 90/95 % de todas las lecturas
secuenciadas, seguidos del filo Actinobacteriota. Estos resultados eran coherentes con la
caracterizacion de la microbiota humana, donde Firmicutes y Bacteroidetes representan también
el > 90% de abundancia, mientras que Actinobacteria suele ser otro de los filos mas abundantes,

aunque representando unicamente < 1-5 % de la poblacion bacteriana (Rinninella et al., 2019).

Otro resultado analogo entre la microbiota de los ratones y la microbiota humana ha
sido la evolucion de las abundancias de las bacterias Gram (-) y Gram (+) por el tratamiento.
Diferentes resultados indican que el consumo prolongado de alcohol aumenta el crecimiento de
bacterias Gram (-) (Malaguarnera, Giordano, Nunnari, Bertino, & Malaguarnera, 2014).

Nuestros animales presentaron un aumento de las bacterias Gram (-) intestinales tanto en WT
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como en TLR4-KO cuando se someten a la ingesta de alcohol, aunque estos incrementos no
fueron significativos. Este crecimiento supone un riesgo debido a que la endotoxina LPS,
presente en la membrana externa de la mayoria de las bacterias Gram (-) (X. Wang & Quinn,
2010), puede causar inflamacién intestinal (Im, Riegler, Pothoulakis, & Rhee, 2012) por su
actividad inmunogénica. De hecho, una microbiota dominada por las Gram (-) se ha relacionado
con un aumento en la concentracion de LPS, resultando en una mayor predisposicion a que se
genere una patologia asociada a disbiosis (Fan, Jin, Chen, Ma, & Zhang, 2021; Salguero,
Al-Obaide, Singh, Siepmann, & Vasylyeva, 2019). Consecuentemente con estos resultados,

observamos que las bacterias Gram (+) disminuyen con la ingesta de alcohol.

A diferencia de otros trabajos (G. Wang et al., 2018), en nuestros resultados observamos
que el tratamiento crénico con alcohol provocaba una disminucion en el filo Firmicutes, el filo
Gram (+) dominante en el intestino, posiblemente debido a una reduccién en la familia
Lachnospiraceae, principalmente el género Lachnospiraceae NK4A136 group, tanto en
machos como en hembras. Esta familia es abundante en el intestino de un humano adulto sano
(Kriss, Hazleton, Nusbacher, Martin, & Lozupone, 2018), pero exhibe poca resistencia a los
cambios en la comunidad bacteriana (Forbes, Van Domselaar, & Bernstein, 2016). La
disminucion de la familia Lachnospiraceae en ratones con ingesta de alcohol se ha demostrado
también en otros estudios (Bull-Otterson et al., 2013). Adicionalmente a su falta de resiliencia,
todas las especies de la familia Lachnospiraceae son anaerobicas, mientras que el metabolismo
del etanol en el organismo humano tiene entre sus productos finales especies reactivas de
oxigeno (ROS por sus siglas en inglés) (Gonzalez, Pariente, & Salido, 2007). Estos efectos
causan un enriquecimiento de las especies aerotolerantes, mas resistentes a este ambiente
oxidativo (Tsuruya et al., 2016). Una mayor presencia de especies bacterianas aerobias o
anaerobias facultativas, frente a las anaerobias estrictas habituales en el intestino, como la
creacion de un ambiente oxidativo en esa region, que es uno de los causantes de este
desplazamiento entre las especies, se han relacionado con una pérdida de homeostasis intestinal

y factor de riesgo para enfermedades (Rigottier-Gois, 2013).

Por otro lado, nuestros resultados demuestran un incremento en la familia
Muribaculaceae y el género Alloprevotella en la microbiota de los ratones WT macho con
consumo de alcohol, coincidiendo con hallazgos previos en pacientes humanos alcoholicos
(Yanfei Chen et al, 2011). Ademas, el género Alloprevotella se ha asociado con la
permeabilidad y la inflamacion intestinal (R. Gao, Tian, Wang, & Zhu, 2021; Xia et al., 2020),
efectos comunes en el consumo de alcohol. Un caso interesante es el género Coriobacteriaceae
UCG-002, en donde observamos un incremento en la microbiota de hembras alcoholicas, pero

sin cambios en machos, mientras que por el contrario en otros analisis se ha encontrado
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aumentado en machos con enfermedad hepatica alcohdlica pero no en las hembras (Das et al.,
2022). Su fuerte incremento Unicamente en las hembras, pero en ambos grupos alcoholicos,

podria ser indicativo de una vinculacion con el sexo del individuo.

Siguiendo con las hembras, la pérdida del género Parabacteroides, que no sucede en los
machos, podria estar no solo asociado al consumo de alcohol (Bull-Otterson et al., 2013), sino
también a una peor condicion del tejido en comparacion a los machos (Cuffaro et al., 2020),

siendo normalmente las hembras mas afectadas fisiologicamente por el consumo de alcohol.

Sin embargo, los animales TLR4-KO exhibieron algunas diferencias en los cambios de
su microbiota cuando fueron sometidos al tratamiento de alcohol en comparacion con los
animales WT. Por ejemplo, la familia Erysipelotrichaceae aumento6 en los ratones TLR4-KO
tratados con alcohol, algo que se habia observado en ratones con ingesta de alcohol en otros
estudios (Betrapally, Gillevet, & Bajaj, 2016; Kaakoush, 2015), pero estos cambios no fueron

significativos en los ratones WT macho con el mismo tratamiento.

Entre los géneros mas afectados negativamente en los TLR4-KO y WT tratados con
etanol estan Roseburia y Lachnoclostridium, ambos con una disminucion asociada al consumo
de alcohol en humanos (Maccioni et al., 2020; Seo et al., 2020) y conocidos productores de
butirato (Gutiérrez & Garrido, 2019). Estudios en humanos han observado que el consumo de
alcohol reduce la concentracion de butirato en el tracto gastrointestinal, un SCFA con
numerosos beneficios para la salud (Canani et al.,, 2011), en comparacion con personas no
bebedoras (Bjerkhaug et al., 2019). La reduccion de estas especies productoras de butirato en
los individuos alcoholicos explicaria la menor concentracion del acido graso en su intestino, con

la consiguiente pérdida de sus multiples propiedades beneficiosas.

Diferentes evidencias indican que la composicion de la microbiota intestinal esta
condicionada en gran medida por el sistema inmunologico del hospedador (D. Zheng, Liwinski,
& Elinav, 2020), y en concreto con la respuesta del TLR4 (Burgueiio & Abreu, 2020; Dheer et
al., 2016). El LPS es un ligando importante del receptor TLR4 (Park & Lee, 2013), y podria ser
la principal causa para la reduccion en la abundancia de las bacterias Gram (-) en los ratones
TLR4-KO frente al genotipo WT. De hecho, el LPS liberado por el microbioma intestinal puede
facilitar la tolerancia del huésped a las bacterias en un mecanismo donde se encuentra
involucrado el TLR4 (Abreu et al., 2001; d’Hennezel, Abubucker, Murphy, & Cullen, 2017).
Por tanto, la ausencia del receptor inmune podria afectar negativamente la coexistencia de las
bacterias Gram (-) con el sistema inmunologico del huésped. Por ejemplo, el género Alistipes,
un potencial patdégeno oportunista (Parker, Wearsch, Veloo, & Rodriguez-Palacios, 2020) que
sintetiza un LPS con baja capacidad inmunoestimuladora (d’Hennezel et al., 2017), esta

reducido en los ratones TLR4-KO en ambos géneros. Algunos estudios sugieren (Xiao et al.,
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2019) que la poblacion de los géneros Alloprevotella y Bacteroides, ambos Gram (-), se reduce
en el grupo TLR4-KO. Es curioso que en nuestro estudio hay especies del género Alloprevotella

disminuidas en los animales TLR4-KO, pero otras se encuentran expandidas.

Sin embargo, también hay taxones Gram + que disminuyen debido a la ausencia del
TLR4. El género Bifidobacterium, el taxoén mas disminuido en los animales TLR4-KO macho,
también presenta una disminucion en las hembras en comparacion a los WT. Hay que destacar
que Bifidobacterium es una bacteria con una fuerte capacidad para modular la via del TLR4,
promoviendo e inhibiendo su expresion (Yang, Gao, Liu, & Ren, 2017). Por tanto, la ausencia
de un receptor del SII al que se ha adaptado y con el que interacciona Bifidobacterium podria

afectarle negativamente en un ecosistema tan competitivo como es el interior del intestino.

Un aspecto a tener en cuenta es que el alcohol posee otras propiedades que tienen la
capacidad de interactuar con la microbiota intestinal y modificarla. El alcohol tiene un gran
valor energético (7.1 kcal/g) (Battista & Leatherdale, 2017), y existen especies que habitan el
intestino y que tienen la capacidad de obtener energia de él, como las cepas del género
Methanosphaera, una arquea del ecosistema intestinal (Kosnicki et al., 2019). De igual manera,
existen especies que son capaces de fermentar y producir etanol de forma natural en el intestino

(Elshaghabee et al., 2016).

Finalmente, un punto a resaltar es que actualmente se desconoce el mecanismo del
aumento en el nimero de células bacterianas en la microbiota de los consumidores habituales de
alcohol. La hipdtesis mas establecida es que, al reducirse la motilidad gastrointestinal por el
efecto del alcohol, los alimentos permanecen mas tiempo en el intestino y permiten una mayor
proliferacion bacteriana, causando por tanto un cambio colateralmente (Meroni, Longo, &

Dongiovanni, 2019).

4 La microbiota intestinal cambia con el envejecimiento del
hospedador

Considerando que los cambios en la microbiota con la edad han sido caracterizados y
relacionados con el propio envejecimiento y salud del hospedador en las ultimas décadas
(Boehme et al., 2021; Xu, Zhu, & Qiu, 2019), en el presente trabajo también se analiz6 el efecto
de la edad en los animales hembra antes y después del tratamiento de etanol (periodo de tiempo
de tres meses). Ademas, el sistema inmune tampoco esta exento de sufrir alteraciones con la
edad (Nikolich-Zugich, 2018). (Thevaranjan et al., 2017)comprobaron que ratones deficitarios

para TNF presentaban con la edad una menor inflamacion junto con menores concentraciones
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de componentes bacterianos en el plasma, y observaron que su microbiota divergia menos con
el paso del tiempo que los animales WT. Al comparar los grupos entre si, pudimos apreciar
como la microbiota variaba en el tiempo de forma distinta dependiendo de la presencia o
ausencia del TLR4. Los cambios fisioldgicos por los cuales el envejecimiento puede estar
modificando la microbiota son diversos. Por ejemplo, en ambos grupos hemos obtenido un
descenso en el género Dubosiella, que podria deberse a que los ratones al envejecer sufren una
ganancia de peso, siendo un género que se ve negativamente afectado en individuos obesos
(Schroeder et al., 2020). En los ratones TLR4-KO se observa una disminucion en la especie
Bifidobacterium pseudolongum con la edad, lo que podria justificar por qué los animales adultos
TLR4-KO tienen una abundancia significativamente menor de esta especie, en comparaciéon con

los animales control WT.

Quizas todos los animales jovenes posean una abundancia similar, pero la carencia del
TLR4 hace que Bifidobacterium pseudolongum sea desplazada rapidamente por otros
microorganismos en este genotipo. Aun asi, el género Bifidobacterium declina con la edad
habitualmente (Xu et al., 2019), lo que por otra parte es interesante, debido a que los TLR4-KO
tienen disminuida significativamente la especie Bifidobacterium pseudolongum, pero en cambio
presentan un aumento significativo de otra especie no identificada del género Bifidobacterium.
Otras variaciones en la composicion de bacterias intestinales que se observan con la edad es la
evolucion del género Coriobacteriaceae UCG-002. Mientras que en los ratones WT este género
disminuye con la edad, en los TLR4-KO esta incrementado. En un estudio con hamsteres (Gong
et al., 2018) comprobaron que el comportamiento de este género era inverso al de
Bifidobacterium, por lo que una hipdtesis podria ser que fueran competidores y

Coriobacteriaceae UCG-002 dependiera del nicho vacio para su crecimiento.

Otro género con un comportamiento dispar en ambos grupos fue Parabacteroides,
género aumentado en los WT, pero no en los TLR4-KO. Este género ya se habia comprobado
que aumentaba a medida que el hospedador envejecia (J. Liu et al., 2019). Aunque es un
microorganismo poco abundante, se considera una de las bacterias “core” (Chamarande et al.,

2021), lo que remarca las diferencias bacterianas entre ambos genotipos.

S La ausencia del receptor TLR4 evita la inflamacion intestinal
debida al consumo cronico de etanol en machos

El alcohol no solo tiene la capacidad de remodelar la microbiota intestinal y la fisiologia
del intestino por sus efectos directos, como son el aporte caldrico o la oxidacion que ocasiona en

los tejidos. Numerosas publicaciones han demostrado que el alcohol, en grandes cantidades,
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puede causar inflamacion intestinal, aumentar la permeabilidad de dicho epitelio y alterar el
funcionamiento del sistema inmune en el aparato digestivo (Bishehsari et al., 2017). A esto
debemos afiadir que la propia microbiota puede ser un colaborador en la inflamacién intestinal
inducida por el alcohol. Por ejemplo, muchas bacterias aerobias y anaerobias facultativas
aumentan en personas alcohoélicas y exhiben actividad catalasa, pudiendo metabolizar el etanol
hasta acetaldehido, un metabolito toéxico y carcinogénico que dafia la pared intestinal,

contribuyendo a la inflamacion (Elamin, Masclee, & Jonkers, 2016; Malaguarnera et al., 2014).

En nuestros resultados, mostramos como el consumo cronico de alcohol regulaba
positivamente en el colon diversos ARNm (IL-1B, iNOS, TNF-a, COX-2, IL-10 y CXCL10) y
miARNs (miR 155-5p y miR 146a-5p) asociados con la respuesta inflamatoria en los ratones
WT, pero por el contrario esta sobreexpresion no se reflejaba en los animales TLR4-KO
sometidos al mismo tratamiento. Este incremento en los niveles de citocinas proinflamatorias se
aprecia también en los pacientes por alcoholismo cronico y es una de las primeras patologias en
surgir (Achur, Freeman, & Vrana, 2009). Puede llamar la atencién que en el grupo de ratones
WT tratados con etanol haya un aumento de la expresion génica de IL-10, una citocina anti-
inflamatoria (Iyer & Cheng, 2012). Esta citocina se ha encontrado aumentada en pacientes
alcoholicos con niveles hasta dos veces superiores a los controles (Leclercq et al., 2012). La IL-
10 es clave en el mantenimiento de la homeostasis en un tejido como es el colon, donde
“conviven” microorganismos externos al organismo con el SI del hospedador, y este incremento
podria ser un indicador de una inflamacion y de los intentos de los linfocitos reguladores por
evitar que se dafie el tejido (Hooper & MacPherson, 2010). Debido a la correlacion que existe
entre la expresion del gen TNF-a y el miR 155-5p, era de esperar una sobreexpresion de este
ultimo (Bala et al., 2011), un efecto encontrado previamente en animales tratados cronicamente
con alcohol, aunque no en animales con tratamientos agudos (Lippai, Bala, Catalano, Kodys, &
Szabo, 2014). Esto podria ser un indicador no solo de inflamacion, sino también de
desregulacion en las uniones celulares (R. Tian, Wang, Xie, Jin, & Yu, 2013). Asi mismo el
aumento en el miR 146a-5p posiblemente sea debido a un efecto compensatorio para controlar
la inflamacion y la ruta TLR4/MyD88/NF-kB (Anzola et al., 2018; E. A. Ye & Steinle, 2016).
Los ratones TLR4-KO mostraban asi una resistencia al efecto inflamatorio del etanol en el
intestino. Resulta dudoso que este efecto se deba solo a la ausencia del receptor TLR4, siendo
mas probable que la proteccion se deba a una sinergia entre la ausencia del TLR4 y la diferente
microbiota desarrollada en este genotipo. De hecho, distintos trabajos han destacado la

capacidad anti-inflamatoria de la microbiota (Lobionda et al., 2019).

Debido a su pequefio tamafio y solubilidad, el etanol tiene la capacidad de penetrar y

afectar la estructura y los canales del epitelio intestinal, causando un importante incremento de
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la permeabilidad de la membrana y con ello la translocacion de metabolitos potencialmente
toxicos (Leclercq et al., 2012). Varios estudios han mostrado que el etanol produce una
alteracion progresiva en las proteinas de la barrera intestinal (Capaldo & Nusrat, 2009; T. Y.

Ma, Nguyen, Bui, Nguyen, & Hoa, 1999; Ying et al., 2014).

Algunos estudios indican que la cantidad de alcohol ingerido tiene una correlacion
positiva con el aumento en la permeabilidad del epitelio intestinal y los niveles de endotoxinas
en plasma (Ferrier et al., 2006; Parlesak, Schifer, Schiitz, Bode, & Bode, 2000). De hecho,
nuestros resultados muestras que la expresion de varios ARNm asociados a la integridad del
epitelio intestinal (ITLN1, CFTR, CDHI, MUC2, AQPS8) se encuentran alterados de forma
diferente en los ratones WT y TLR4-KO.

ITLNI es un receptor cuya funcion principal es la uniéon y captacion de lactoferrina
(Akiyama et al., 2013), pero que puede funcionar como una proteina del SII al unirse a los
epitopos de glicanos bacterianos (Wesener et al., 2015). Esta capacidad de actuar como una
proteina inmune explicaria su patron de expresion en los cuatro grupos de ratones, muy parecido
al de las proteinas inflamatorias, con un gran aumento unicamente en el grupo de ratones WT
tratados con etanol. Respecto al CFTR, es un canal proteico del cloro en el que se sabe que el
etanol provoca una reduccion en la expresion de su ARNm y en su estabilidad proteica (Maléth
et al., 2015), y que su actividad es anomala cuando hay presencia de inflamacion en el intestino.
Estos efectos se han visto tanto en pacientes con fibrosis quistica (De Lisle & Borowitz, 2013),
como en estudios con células CFTR knock-out (Crites et al., 2015). Nuestros resultados
demuestran que el abuso cronico de alcohol modifica la expresion de los genes ITLN1 y CFTR
en el intestino de los ratones WT, con cambios menores en los TLR4-KO en comparacion con el
grupo control. Otro gen que sufridé cambios fue el gen CDHI1, una cadherina involucrada en la
adhesion célula-célula y en la inhibicion de la invasion celular, con una contribucion destacada
en el mantenimiento del epitelio durante los procesos inflamatorios (Schnoor, 2015). Debido a
ello, este gen sobrelleva una expresion reducida cuando se expone al etanol (Devall et al., 2020)
y/o en areas inflamadas del intestino (Stewart et al., 2018). Nuestros resultados confirman que,
aunque el abuso de alcohol puede inducir inflamacion en el colon, afectando las funciones
intestinales y la composicion de la microbiota, los efectos perjudiciales del etanol son mas
prominentes en los ratones WT que en los TLR4-KO. Es probable que este hecho se deba a la
ausencia de la respuesta inmune innata asociada con al receptor TLR4. y al desarrollo de una
microbiota diferente y particular a este genotipo que se comporta y se adapta de forma distinta

en esas condiciones ambientales.

Algunos estudios han demostrado que ciertas bacterias especificas estan asociadas con

la  integridad de la  membrana  intestinal. Por  ejemplo, el  género
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Lachnospiraceae NK44136 _group es una importante bacteria homeostatica y productora de
SCFAs (L. Ma et al., 2020; Manuel, Latuga, Ashby, & Reznik, 2019), que es més abundante en
ratones TLR4-KO control que en los ratones WT control. Por otra parte, Actinobacteriota es un
filo importante en el desarrollo y mantenimiento de la homeostasis intestinal (Binda et al.,
2018), v hemos comprobado un aumento de este filo en los ratones TLR4-KO tratados con
etanol, a pesar de que el filo Firmicutes por el contrario disminuye con dicho tratamiento. Estos
resultados sugieren la posibilidad de que parte del nicho vacante que deja el filo Firmicutes en
este ecosistema, a causa del etanol, podria ser reemplazado por otras especies no patdgenas que
sean también Gram (+), sin LPS en su pared, como seria el filo Actinobacteriota, en lugar de

especies Gram (-) con una mayor capacidad inmunogénica.

Hemos comentado a lo largo de la tesis que la microbiota no solo tiene un papel
relevante en el mantenimiento del aparato digestivo, sino que su influencia afecta a todo el
organismo, incluyendo al SNC, mediante el eje Microbiota-Intestino-Cerebro. Asi pues,
decidimos realizar un estudio de los metabolitos presentes en la corteza cerebral de los ratones

WT y WT con alcohol.

Los dos metabolitos que presentaron cambios significativos fueron el lactato,
incrementado, y el NAD", disminuido, en la corteza de los ratones cronicos. NAD" es un
cofactor clave en las reacciones redox y en la regulacion metabodlica (Cantd, Menzies, &
Auwerx, 2015), participando en la oxidacion del etanol catalizado por el complejo de la alcohol
deshidrogenasa para formar acetaldehido. Un descenso en su concentracion es un biomarcador
que indica un incremento en el estrés y el dafio oxidativo en el cerebro y es habitual cuando hay
ingesta de alcohol (McElfresh & McDonald, 1983). Por otra parte, el lactato, una sal del acido
lactico, es otro biomarcador del estrés oxidativo en el cuerpo que sufre desregulacion cuando
hay ingesta de alcohol (Kreisberg, Owen, & Siegal, 1971). En resumen, en los perfiles
metabolicos estudiados en el SNC el tnico cambio registrado ha sido un aumento del estrés
oxidativo, cuya causa probable es el efecto directo del etanol sobre el cerebro. Aun asi, no
podemos descartar que los cambios que hemos registrado en la microbiota de nuestros ratones

no estén modificando el SNC mediante otros metabolitos o rutas que no hemos podido detectar.
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Los analisis mediante secuenciacion masiva de corteza cerebral de ratones con consumo
cronico de alcohol demuestran que el abuso de alcohol altera diferentes miARNs en
corteza cerebral, incluyendo el cluster miR-183 (miR-96/-182/-183) y los miR-200a y
miR-200b de la familia miR-200, que regulan genes asociados con la respuesta

neuroinflamatoria y con la activacion de la ruta de sefializacion del TLR4.

En contraposicion, los animales que carecen del receptor TLR4 poseen un perfil
diferente de expresion de miARNSs en la corteza cerebral, y presentan menos cambios
tanto en los miARNs como en la expresion de genes inflamatorios cuando se someten a

un consumo cronico de alcohol

El tratamiento con un curcuminoide (BDMC) nanoconjugado, biodegradable y capaz de
atravesar la barrera hematoencefalica, disminuye la expresion de moléculas
inflamatorias asociadas con el consumo de alcohol en cerebro, tanto a nivel de la
expresion génica, como sus proteinas, con mayor eficacia que la forma libre de la

curcumina.

El consumo prolongado de alcohol, en el aparato digestivo, también causa inflamacion
y dafios en el epitelio intestinal en los animales WT. Estos cambios conducen a un
desequilibrio en la microbiota intestinal, con cambios en la abundancia de los taxones

bacterianos.

De manera similar a lo que ocurre en el SNC, los animales deficientes en el receptor
TLR4 presentan resistencia a los cambios estructurales en el epitelio intestinal y a la

inflamacién que produce el consumo croénico de alcohol.

Por primera vez, hemos demostrado que la ausencia del receptor TLR4 genera una
microbiota intestinal inica y diferente a la que poseen los animales WT, con sus propias
variaciones frente al tratamiento de alcohol. Esta nueva comunidad bacteriana podria

estar contribuyendo a mitigar los efectos del etanol sobre el tejido intestinal.

Los resultados de la taxonomia bacteriana muestran la relevancia del receptor TLR4
sobre el establecimiento de la microbiota bacteriana, siendo incluso superior a la del
consumo de alcohol o a la edad de los animales. Estos datos ponen de manifiesto la
importancia del SII y su interaccion con las bacterias intestinales en el equilibrio de la

integridad del epitelio intestinal.
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