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1. INTRODUCCION

1.1. Alcohol y Sistema Nervioso Central.

El alcohol (etanol) es un compuesto neurotdxico y su abuso puede producir dafio
en diferentes tejidos y 6rganos, entre los que destacan el higado y el cerebro por su mayor
sensibilidad. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (“World Health Organization”
0 “WHO”), el consumo de alcohol es el tercer factor de riesgo méas importante para la
aparicion de enfermedades y otras discapacidades. Es el principal causante de 60 tipos de
enfermedades y componente causal en otras 200 patologias, y provoca alrededor del 4%

de todas las muertes anuales en el mundo (“World Health Organization”, 2011).

El cerebro es uno de los principales 6rganos afectados por el consumo de alcohol,
ya que es un toxico neural, y su abuso da lugar a alteraciones significativas de la
estructura, fisiologia y funcion cerebral (Crews et al., 2005; de la Monte, 1988). El
cerebro contiene aproximadamente cien mil millones de células nerviosas o neuronas,
pero, ademas, por cada una de estas neuronas existen 10 células gliales. La glia se divide
en microglia, que es la encargada de mediar en la respuesta inflamatoria del sistema
nervioso central (SNC); y macroglia, compuesta por oligodendrocitos que forman la vaina
de mielina que envuelve los axones neuronales y por astrocitos, que son las células gliales
mas abundantes y cumplen funciones fisiologicas esenciales para el mantenimiento de la

funcion neuronal, aunque también participan en la respuesta inmunitaria en el cerebro.

Diversos estudios en individuos alcohdlicos post-mortem demuestran que el
alcohol genera una reduccion de la masa cerebral (Kril and Halliday, 1999) y que esta
reduccién es mayor cuanto mayor es la cantidad de alcohol ingerida a lo largo de la vida.
La pérdida de masa cerebral se debe a una combinacién de la pérdida tanto de neuronas
como células gliales, y a una reduccion en su tamafio, complejidad sinaptica y
ramificacion neuronal. Los l6bulos frontales, que se encargan de la integracion del
comportamiento, intelecto y emocion, parecen ser especialmente sensibles a los efectos
del alcohol (Oscar-Berman and Hutner, 1993). Estos muestran la mayor reduccion en la
masa lo que produce un agrandamiento de los ventriculos cerebrales. Esta pérdida se
atribuye a una disminucion de la materia blanca, compuesta por las fibras nerviosas
mielinicas (Harper and Matsumoto, 2005), no sélo en los lébulos frontales (Alexander-

Kaufman et al., 2006; Sullivan and Pfefferbaum, 2005), sino también en el talamo, cuerpo



calloso (CC) y cerebelo (Rosenbloom et al., 2003). Ademas, también hay una reduccion
de la materia gris, constituida principalmente por neuronas, sobre todo en regiones
especificas de la corteza cerebral, hipocampo y cerebelo de cerebros de alcohdlicos
(Harper et al., 2003). Se han observado también alteraciones y muerte celular de las
células gliales en cortex prefrontal e hipocampo (lkegami et al., 2003; Korbo, 1999; Kril
et al., 1997; Miguel-Hidalgo et al., 2002), asi como una reduccion en la expresion de
distintos genes relacionados con el proceso de mielinizacién (Lewohl et al., 2005; Liu et

al., 2006), que podrian estar implicados en dicha pérdida.

Todos estos cambios morfoldgicos y estructurales van acompafiados de cambios
funcionales. Estudios clinicos y experimentales demuestran que existen déficits
neuropsicologicos en alcoholicos, especialmente en los que sufren el sindrome de
Wernicke-Korsakoff (Oscar-Berman and Hutner, 1993). En este sindrome, las funciones
maés afectadas son las relacionadas con la parte de la corteza prefrontal, como son los
cambios en la personalidad, las disfunciones emocionales y en la capacidad de la
concentracion, y en general en todas las tareas relacionadas con la funcion cognitiva.
Ademas, incluso en casos menos graves de alcoholismo también se aprecia una reduccion
de la capacidad de aprendizaje, memoria, procesamiento de informacion y afectaciones

motoras (Oscar-Berman and Hutner, 1993).

A pesar la intensa investigacion sobre los efectos del etanol en cerebro, todavia se
desconocen los mecanismos moleculares responsables del dafio que induce el alcohol en
él. Sin embargo, se han propuesto varios mecanismos y factores concurrentes que podrian
contribuir a dicha neurodegeneracion, entre ellos: 1) la participacion de eventos
excitotdxicos y la generacion de glutamato (Crews and Chandler, 1993; Lovinger, 1993)
y oxido nitrico (Chandler et al., 1997; Lancaster, 1992), 2) la activacion glial y el edema
cerebral (Collins et al., 1998), y 3) el estrés oxidativo causado por la produccion de
radicales libres. No obstante, evidencias recientes sugieren la implicacién de mecanismos
inflamatorios en el dafio producido por el alcohol en el cerebro (Valles et al., 2004). Estos
estudios demuestran que el tratamiento cronico con alcohol no s6lo aumenta los niveles
de citoquinas (interleuquina (IL)-1B, TNF-a) y otros mediadores inflamatorios (iNOS,
COX-2), sino que también activa vias de sefializacion tradicionalmente asociadas con
inflamacion (MAPKs, NF-kB, AP-1) en cerebro de rata y en astrocitos en cultivo. Todos
estos eventos inflamatorios se asocian con un aumento en la muerte celular (Valles et al.,
2004).



Sin embargo, los mecanismos moleculares por los cuales el alcohol induce la
produccion de estos mediadores inflamatorios no estan totalmente esclarecidos. Ademas,
resultados recientes del laboratorio de Patologia Celular del CIPF, indican que el etanol
podria activar la respuesta inmune innata y la sefializacion a través los receptores tipo
Toll (TLR), lo que se traduciria en la activacion de NF-kB y la consiguiente produccion

de mediadores inflamatorios (Valles et al., 2004; Blanco et al., 2005).
1.2. Receptores del sistema inmune innato: TLRsy NLRs.

El sistema inmune innato constituye el primer mecanismo de defensa del que
dispone el organismo para defenderse ante una infeccion foranea. Este responde de una
forma genérica y sin especificidad, lo que lo diferencia del sistema inmune adaptativo, y
suele desencadenar una respuesta de tipo inflamatorio por parte de las células del sistema
inmunitario, como los macréfagos y las celulas gliales (Griffiths et al., 2007). Tanto
microglia como astrocitos se caracterizan por la expresion de una clase de receptores de
membrana que son esenciales en el desarrollo de la respuesta inmune inflamatoria y que

son conocidos como receptores tipo Toll (Mishra et al., 2008)

Los receptores tipo Toll (“Toll-like receptors”, TLRs) son una familia de
receptores de reconocimiento de patron (“pattern recognition receptors”, PRRs)
identificados en Drosophila (Hashimoto et al., 1988) que permiten la identificacion de
una serie de motivos estructurales conservados en una gran variedad de patdgenos
(“pathogen associated molecular patterns”,PAMPs) y otras moléculas endogenas
producidas durante el dafo tisular (“danger associated molecular patterns”, DAMPs)
(Medzhitov et al., 1997). Estos receptores son de gran importancia en el sistema inmune
innato ya que representan la primera barrera de defensa contra las infecciones. La
estimulacion de los TLRs por los correspondientes PAMPs 0 DAMPs inicia cascadas de
sefializacién que conllevan a la activacién de factores de transcripciébn como AP-1
(“activator protein 1), NF-kB (“nuclear factor-kB”) y factores reguladores del interferon
(IRFs). La sefializacion a través de los TLRs resulta en una gran variedad de respuestas
celulares incluyendo la produccion de interferones (IFNSs), citoquinas proinflamatorias y

citoquinas efectoras que dirigen la respuesta inmune adaptativa.
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Figura 1. Tipos de TLRs humanos y sus vias de sefializacion (imagen tomada de Pedrosa
Nunes, K et al., 2015).

Hasta el momento se han descrito 10 TLRs en humanos (Fig. 1) y 12 en raton
(Brubaker et al. 2015). Del TLR1 al TLR9 son comunes en humano y raton, teniendo el
raton hasta TLR13, pero siendo el homdlogo del TLR10 humano un pseudogen en el
roedor (Wade et al., 2015). Los TLRs se caracterizan por reconocer patrones concretos

asociados a dafio o agentes infecciosos e iniciar cascadas inmunoldgicas.

Otro tipo de PRRs del sistema inmune son los receptores NOD-like receptors
(NLRs), receptores citoplasmaticos que detectan también moléculas patdgenas o de estrés
celular y pueden cooperar con los TLRs. Los receptores NLRs, forman complejos
proteicos en el citosol que son capaces de reclutar y activar a la caspasa-1 (cistein-
proteasa-1) que se encarga del procesado de la pro-IL-1B y pro-IL-18, y posterior
liberacion de las IL-1p e 1L-18 maduras, respectivamente. Este procesamiento genera un
aumento en la secrecion de las citoquinas IL-1B, IL-18 y IL-33 (Keller et al. 2008).
Algunos miembros de esta familia son NLRP1, NLRP3, NLRC4 y AIM2.

Las citoquinas pro-inflamatorias y sus receptores comparten complejas rutas de
sefializaciébn con los TLRs que terminan convergiendo en NF-xB, un factor de
transcripcion clave en la respuesta inmune innata y la inflamacion (que ademas actia

como principal nexo entre los TLRs y los NRLSs) y otros factores de transcripcion de
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funcién similar. Entre los diferentes inflamasomas el NLRP3 (nucleotide-binding
domain, leucine-rich-containing family, pyrin domain containing-3) es el mejor
caracterizado hasta el momento. Las mutaciones en los genes de NLRP3 han sido
identificadas en sindromes de enfermedades anti-inflamatorias, conocidos como CAPS,
sindrome periddico asociado a criopirina (Neven et al., 2004). Ademas, algunos estudios
han demostrado que la criopirina es capaz de regular la neuroinflamacién y los procesos
de desmielinizacion en enfermedades neurodegenerativas como la esclerosis multiple
(EM) (Jha et al.,, 2010) entre otras. Sin embargo, mientras los TLRs e incluso los
inflamasomas pueden ser activados ante un proceso de infeccion, se desconoce como y
qué tipo de participacion e interaccion ocurre durante el proceso inflamatorio e incluso

qué interacciones ocurren durante la neuroinflamacion debida a un dafio neural.
1.3. TLR4, NLRP3, alcohol y neurodegeneracion.

Estudios recientes indican que el alcohol es capaz de inducir dafio cerebral
mediante una respuesta inflamatoria continuada, pero hasta hace poco tiempo, se
desconocian los mecanismos moleculares implicados. De hecho, existen evidencias que
han demostrado que, a concentraciones fisiologicas relevantes, el alcohol es capaz de
activar las vias de sefializacion mediadas por TLR4/IL-1RI en cultivos primarios de
astrocitos (Blanco et al., 2005; 2008), en microglia y en macréfagos murinos (Fenandez-
Lizarbe et al., 2008; 2009). A concentraciones fisiolégicamente relevantes (10 mM), el
etanol facilitaria el reclutamiento de los receptores TLR4/IL-1RI en microdominios
citoplasmaticos conocidos como balsas lipidicas (“lipid rafts”) (Blanco and Guerri,
2007), lo que desencadenaria la activacion de estos receptores y la produccion de
citoquinas. Por el contrario, a concentraciones altas (100-200 mM), el etanol provocaria
la interrupcion de dicho reclutamiento mediante la disrupcion de estas balsas lipidicas,
inhibiendo la sefializacion de los receptores. Esto se ha podido demostrar en astrocitos,
cuya estimulacion con IL-1p, LPS o etanol desencadena la acumulacion de TLR4/IL-1RI
en ciertas zonas de la membrana, y el reclutamiento y fosforilacion de moléculas
sefializadoras como IRAK, ERK, P38 0 JNK hacia dichos dominios (Blanco et al., 2008).
Como consecuencia de la estimulacion de la sefializacién por TLR4, se produciria la
activacion de los factores de transcripcion NF-kB y AP-1, y la consiguiente liberacion de
citoquinas (Blanco et al., 2004; 2005). En microglia, el etanol activa ambas vias de
sefializacion de TLR4, MyD88-dependiente (MAPKSs, NF-kB) y MyD88-independiente

(IRF3, STAT1), induciendo la activacién de la microglia y la produccion de la respuesta
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inflamatoria. Esta respuesta inducida por el etanol no se observa cuando se bloguean los
receptores TLR4/IL-1RI con anticuerpos especificos (Blanco and Guerri, 2007), ni
tampoco en microglia de ratones TLR4-KO (Fernandez-Lizarbe et al., 2009). En
conjunto, todos estos datos sugieren que el etanol actla como agonista de los receptores
TLRA4/IL-1RI y activa sus vias de sefializacion de manera similar a sus ligandos LPS e
IL-1pB, lo que provoca la aparicion de neuroinflamacion y dafio neural (Blanco and Guerri,
2007; Blanco et al., 2005). De hecho, numerosos estudios sefialan la importancia de la
respuesta inmune mediada por mediadores inflamatorios (TNF-a, IL-1p, COX-2, INOS,
IFN-B) (Fenandez-Lizarbe et al., 2009). Estudios recientes demuestran, que el consumo
cronico de alcohol causa neuroinflamacién e incluso neurodegeneracion, y que estos
efectos estan mediados por los receptores TLR4, ya que su eliminacion en animales
experimentales, usando ratones TLR4-KO o bien en cultivo primario de astrocitos,
usando silenciadores (ARNsi) de TLR4, previene de la neuroinflamacion y la
neurodegeneracion asociada con el consumo crénico de alcohol (Alfonso-Loeches et al.,
2010; 2012).
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Figura 2: Diagrama sobre la neuroinflamacién inducida por efecto del abuso de alcohol a través de
la activacion de las cascadas de sefializacion de los receptores inmunes TLR4 y NLRP3 (Imagen

tomada de Montesinos et al., 2016).



Ademas de los receptores de membrana TLR4, el alcohol se ha demostrado que
activa los receptores citoplasmicos NLRs o inflamasoma (Alfonso-Loeches et al., 2014;
2016), dando lugar a la produccion de citoquinas como IL-1p, IL-18 e I1L-33 entre otras
(Alfonso-Loeches et al., 2010; 2012; 2014; Montesinos et al., 2016).

De hecho, en el sistema nervioso central (SNC) los TLRs, ademés del etanol,
también pueden ser activados por restos celulares procedentes del dafio celular como son
las alarminas (ej: 1L-33, HMGBL1) entre otros DAMPs (damage associated molecular
patterns), amplificando la neuroinflamacion (Vetreno and Crews, 2016; Montesinos et
al., 2016)

Sin embargo, aunque conocemos algunos de los mecanismos celulares y
moleculares de la neurotoxicidad del alcohol, desconocemos si podrian existir otras
posibles vias que regulen la neuroinflamacion asociada al abuso de alcohol, para tratar de

buscar dianas que puedan bloquear este proceso neuropatolégico.

1.4. Papel de pequeiios ARNs no codificantes como posibles biomarcadores en

alcoholismo: miARNS.

Los microARNs (miARNs 6 miRs) o ARN monocatenarios de pequefio tamafio,
son moléculas de pequefio tamafio, sobre 17-24 nucleétidos, que tienen la capacidad de
regular la expresion de otros genes mediante diversos procesos, utilizando para ello la
ruta de la ribo-interferencia. Los miARNs fueron descritos en 1993 por Lee y
colaboradores, sin embargo, el término "micro ARN" no se acufio hasta 2001 (Ruvkun,
2001). A principios del afio 2008, analisis computacionales realizados por IBM sugerian
la presencia de alrededor de 50.000 miARNSs diferentes en el genoma humano, cada uno
con alrededor de miles de ARN mensajeros (ARNm) dianas potenciales de manera
aproximada.

Los miARNSs se definen como una clase de ARNs no codificantes y de pequefio
tamafio con la capacidad de unirse, por complementariedad de secuencia, a diferentes
ARNmM modificando y/o silenciando la traduccion de éstos (Lee and Ambros 2001). Su
importancia deriva de la capacidad de que un Unico miARN, es capaz de regular la
traduccion de un gran nimero de genes.

Se estima que los miARNSs regulan la expresion de la mayoria de los genes
codificantes de proteinas, formando una compleja red de mecanismos regulatorios donde

interaccionan tanto con los ARNm, como entre ellos mismos. Esta supresién génica
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mediada por los miARNs (Fig.3), ocurre a través de multiples mecanismos, como el
splicing alternativo, la eliminacion de la caperuza 5° o la desadenilacion del extremo 3
(Fabian and Sonenberg, 2012; Krol et al., 2010.).

Pre-microRNA

Unwind i

Translational repression

e Target mRNA
Completely RISC Asymmetric RISC
assembly assembly

Cleavage and destruction of Inhibit (not stop) the
the target mRNA translation of the target mRNA
Figura 3: Modelo de supresidn post-transcripcional en los miARNSs (Imagen tomada de Qu et al.,
2015).
Ademas, como podemos observar en la Figura 3, la modulacion de la expresion
génica se realiza a través de la base candnica de emparejamiento a secuencias
complementarias en la region “3'-untranslated” (UTR) del ARN mensajero (ARNmM)

objetivo.

Estos ARNs de pequefio tamafio, se han convertido en un campo emergente de
creciente interés en diferentes patologias incluyendo la neuroinflamacion (Ksiazek-
Winiarek et al., 2013) y enfermedades neurodegenerativas, asi como en el desarrollo y
funcion de las células inmunes, regulando el desarrollo de enfermedades autoinmunes
(Shi et al, 2014). Recientemente, muchos miARNs se han empezado a utilizar como
biomarcadores (Ej. miR-155, miR-146a, miR-191, miR-342-3p, miR-16, etc.) en diversas
patologias del sistema inmunitario y del SNC, como son glioblastomas, artritis
reumatoide, dermatitis atopica, Esclerosis multiple y Alzheimer entre otras (Quinn et al.,
2011; Yang et al.,, 2014; Femminella et al, 2015), e incluso hay algunos miARNS,
utilizados en el diagndstico y prondstico de enfermedades como el Alzheimer

(Femminella et al, 2015), lesiones cerebrales traumaticas (Di Pietro V et al., 2017), etc.
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Por sus funciones reguladoras, es razonable esperar que los miARNSs tengan un
papel critico en los efectos del alcohol. Estudios anteriores ya han demostrado que hay
cambios significativos en la regulacién de miARNSs cuando se compara entre individuos
control y consumidores crdnicos de alcohol, entre los que se encuentran relacionados con
las funciones de apoptosis, ciclo celular, desarrollo del sistema nervioso y la sefializacion
intercelular (Lewohl et al., 2011; Ignacio et al., 2015). Ademas, en la actualidad, existen
estudios que sugieren la conservacion de las rutas de miARN en respuesta al consumo del

alcohol, desde roedores a humanos (Tapocik et al., 2013).

Por tanto, el objetivo principal de este trabajo es detectar algunos miARNs que
regulen la neuroinflamacion asociada al abuso de alcohol y evaluar si ciertos miARNSs
pueden servir de biomarcadores en la neuroinflamacion asociada con un consumo cronico

o0 prolongado de alcohol.
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2. OBJETIVOS

I.  Determinar si el consumo cronico de alcohol altera los patrones y niveles de
expresion de miARNs en corteza cerebral de ratones WT y TLR4-KO,

utilizando secuenciacién masiva y analisis bioinformaticos.

- Aislar ARNs de corteza cerebral de ratones con fondo genético C57BL/6J, WT
(TLR4**) y TLR4-KO (TLR4) adultos con o sin un tratamiento de consumo crénico de

etanol durante 5 meses al 10% (v/v).

- Comprobar la calidad de las muestras, usando solo aquellas que presenten un
RIN 6ptimo mayor a 8 para generar librerias para realizar una secuenciacién masiva, y

analisis bioinformatico posterior, realizado por la empresa LifeSequencing S.A.

- Obtencidn de un patron de expresion diferencial de los diferentes miARNSs
presentes en las muestras de los 4 grupos de animales a estudiar (WT, WT+EtOH, TLR4-
KO, TLR4-KO+EtOH).

Il.  Evaluar las variaciones en los perfiles de miARNSs entre los diferentes grupos
de estudio, y en especial los miARNs asociados a neuroinflamacion vy
expresados diferencialmente tras un abuso cronico de alcohol en corteza

cerebral (CTX), cuando se comparan con los obtenidos en animales control.

- Valoracion de los perfiles de miARNSs obtenidos cuando se comparan los grupos
TLR4-KO vs. WT, que nos dara la informacion sobre cambios en genotipo, mientras que
la comparacion entre WT-EtOH vs. WT y KO-EtOH vs. KO, nos indicara los efectos
debidos al consumo cronico de alcohol. Se seleccionaran los miARNS que se asocien con

neuroinflamacion.

IIl.  Comprobar y validar los cambios en los miARNs diana seleccionados y
evaluar los niveles de expresion de los genes que modulan, utilizando PCR
cuantitativa a tiempo real (RT-gPCR) con muestras independientes que
presenten las mismas condiciones y/o tratamientos.

IV. Analizar cambios en los niveles de algunas proteinas codificadas por los
genes diana seleccionados, para evaluar variaciones en rutas de sefializacion
que regulan los mMiIARNs seleccionados y su posible papel en la

neuroinflamacion asociada con el abuso de alcohol.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Animales de experimentacion.

Para el estudio se usaron hembras de ratones con un fondo genético C57BL/6J de
la cepa silvestre WT (“wild type”, TLR4*"* 0 TLR4-WT) (Harlan Ibérica S.L., Barcelona)
y ratones mutantes para el receptor TLR4 (“knock-out”, TLR4” 0 TLR4-KO), cedidos
por el Dr. S. Akira (Universidad de Osaka, Suita-Japdn). Todos los animales se criaron y
mantuvieron en condiciones SPF (zona de barrera libre de gérmenes patégenos) con
seguridad biolégica y con ciclos de luz/oscuridad (12/12h) a una temperatura de 23+1°C
y humedad de 60%. Las hembras fueron dispuestas en cajas independientes durante el
periodo de gestacion con el fin de evitar periodos de estrés que pudiesen afectar a los
resultados obtenidos. Todos los protocolos de experimentacion con animales fueron
aprobados por el Comité de Etica de Experimentacion con Animales del CIPF (CEBA),
siguiendo las pautas establecidas por el Consejo Directivo de la Comunidad Europea
(2010/63/ECC), por el Real Decreto Ley 53/2013.

3.2. Administracion crénica de alcohol in vivo.

Para el tratamiento cronico de etanol, los ratones WT y TLR4-KO se mantuvieron
durante 5 meses con una solucion de etanol al 10% (v/v) disuelto en el agua de bebida
suplementada con unas gotas de sacarina y dieta solida ad libitum. Durante las dos
primeras semanas, el porcentaje de etanol en el agua de bebida se incrementd
progresivamente hasta alcanzar el 10% (v/v). La ganancia de peso final durante los 5
meses de tratamiento se ha comprobado que es similar tanto en ratones tratados con o sin
etanol y en ratones WT o mutantes TLR4-KO (Alfonso-Loeches et al., 2010).

3.3. Extraccion de ARN total y de las fracciones de pequefios ARNs no codificantes:
MiARNS.

3.3.1. Obtencién de ARN total y de la pequefia fraccion ARNSs. Los
homogenizados para el estudio de ARN se obtuvieron siguiendo el protocolo descrito por
(Chomczynski and Sacchi 1987). Este método utiliza los principios activos del fenol que
inhibe las ARNasas, el tiocianato de guanidina, el tiocianato de amonio y glicerol como
componentes de lisis y el cloroformo para generar las diferentes fases en que quedaran
resuspendidas las macromoléculas. Posteriormente el ARN se precipita con isopropanol
y se recoge mediante centrifugacion. Finalmente, se lavéd dos veces con etanol al 70% y

se resuspendi6 con H20O-DEPC.
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Para comprobar la calidad del ARN se midi6 la absorbancia con el Nanodrop,
donde las ratios 260/230 nm y 260/280 nm nos indican los niveles de contaminacion
proteica (las proteinas absorben a 280nm) y sustancias quimicas (EDTA, etanol o

isopropanol absorben a 230nm) arrastradas durante el respectivo proceso de aislamiento.

Asimismo, la integridad del ARN se verificd por la visualizacion de 1pg de ARN
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% para descartar la presencia de ADN y

evaluar que los ARN tuvieran una integridad adecuada.

Para los métodos de trabajo con miARNS se siguid un protocolo de extraccion
diferente al habitual debido a que la pureza e integridad de éste ha de ser lo mas 6ptima
posible, ya que cualquier degradacion inicial de la muestra afectaria a los resultados de la
secuenciacion masiva. Se partié de 6 muestras de corteza correspondientes a 6 animales
por tratamiento: 6 controles WT, 6 controles TLR4-KO, 6 cortezas de ratones
alcoholizados WT+EtOH y 6 de TLR4-KO+EtOH. Todas ellas fueron diseccionadas y

congeladas inmediatamente con nitrégeno liquido y posteriormente almacenadas a -80°C.

El dia de la extraccion se descongeld en hielo y se les afiadio 1ml de Qiazol
(Qiagen) con 10ul de p-mercaptoetanol como agente protector de la degradacion. Las
muestras se lisaron a temperatura ambiente mediante lisis mecanica con un
homogeneizador. EI material homogenizado se centrifugé 1min a 10.000 rpm para
eliminar el exceso de tejido y el material no lisado. El sobrenadante se pas6 a un tubo de
2ml nuevo (700ml aproximadamente). Seguidamente se le afiadieron 140ul de
cloroformo frio. Las muestras se agitaron vigorosamente y se dejaron 10 min. a
temperatura ambiente. La mezcla se centrifugd a 12.000xg durante 15 min. y la fase
acuosa se paso a un tubo de 1,5ml nuevo. Se afiadié etanol 70% para precipitar el ARN
de mayor tamafio y se pasé por una columna “RNeasy mini spin” del kit RNeasy mini kit
de Qiagen. A partir de esta columna y siguiendo las instrucciones del fabricante se obtuvo
el ARN total.

En el caso de aislar los pequefios ARN no codificantes, el protocolo de extraccién
varié, de modo que, a partir del eluido de la primera centrifugacion de la muestra con
etanol 70% se obtuvo la fraccion enriquecida de miARNs mediante precipitacion con
etanol 100% Yy siguiendo las instrucciones de la casa comercial (miRNeasy mini kit de

Qiagen). Finalmente, la fraccién del miARN se eluye en un volumen maximo de 30 pl.
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3.4. Determinacion de la expresion génica: reaccion en cadena de la polimerasa (RT-
PCR).

Para el analisis de RT-PCR, 1 ug del ARN total aislado de cada muestra fue
transcrita usando el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems). Este kit utiliza 25X dNTPs, 10X Random Hexamers primers, 125U de la
enzima retrotranscriptasa (Multiscript) y 40U de ARNSse Inhibitor en un volumen final de
50ul. Las condiciones de la reaccion fueron 10 minutos a 25°C, 120 minutos a 42°C y 3
minutos a 95°C. A partir del ADNc obtenido en la retrotranscripcion se realiz6 una
comprobacion de la eficiencia con la amplificacion por PCR usando REDTaq®
ReadyMix™ PCR Reaction Mix de Sigma Aldrich. Para esta PCR se utilizd 5ul de la
MasterMix 2X del kit, 200pM de cada oligonucleétido directo y reverso, 3ul de H20-
DEPC y 1pl de una dilucion 1/10 del ADNc. El producto de la reaccion se comprobo
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,2% (Anexo I, Fig. 10). La secuencia de

cada uno de los cebadores o primers de los genes usados se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1: Genes regulados por miARN 143-3p y las secuencias de cebadores 3"-5" (forward y reverse)
para su detecciéon mediante RT-PCR.
Genes Secuencias de cebadores
GCNT1 Forward: CAGGAAGCTCAAGTGCTCCA
Reverse: GGTCAGCTTCCCATCGACAA
PTGS2  Forward: AGCCCATTGAACCTGGACTG
Reverse: ACCCAATCAGCGTTTCTCGT
QK-1 Forward: GGGTGTCTTGTCTTTCTTGGG
Reverse: ACAAACATAGTCCAGAGTTAGTAGG
SL12A6 Forward: CCCCAAGAACCAGACCCGA
Reverse: ATGCGGTTGAGGAGAGAAGA
VAPB  Forward: ATGAAGGGAACAAGGCGGAG
Reverse: CATGGGCAGTGAGCGAAATG
Forward: GTCTCCTTCGAGCTGTTTGC

PPIA
Reverse: GATGCCAGGACCTGTATGCT
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En el caso de la retrotranscripcién de los miARNS, a partir de la fraccién de
miARNs se usé el kit de “TagMan miARN Reverse Transcription” (Thermo Fisher)
siguiendo las instrucciones comerciales. Para cada reaccion de retrotranscripcion, se

utilizé entre 2-4 ng de ARN de pequefio tamafio.
3.4.1. Anédlisis de la expresion génica y miARNs mediante RT-qPCR.

Para el andlisis de la expresidn génica se utilizo la técnica de la RT-gPCR que se
basa en la cuantificacion relativa de los niveles de expresion de los genes a estudio por
cuantificacion relativa respecto a un gen de referencia o housekeeping, que en nuestro

caso fue el gen PPIA.

La reaccidn de amplificacion se realizd con el kit FastStart Universal SYBR Green
Master de Applied Biosystems; se utilizaron: 1 pl del ADNCc stock, 5ul de la master mix
2X, 200pM de cada uno de los cebadores directo y reverso, y se completé con H,O-DEPC
hasta 10ul. Todas las reacciones de amplificacion se realizaron en el LightCycler480 de
Roche. Una vez terminada la fase de amplificacion se afadié la desnaturalizacion

mediante la curva de Melting para ver especificidad de la amplificacion.

Para el analisis de los niveles de expresion genetica y de miARN se utilizo el
software de LightCycler® 480SW 1.5. Se analiz6 a su vez la curva de la temperatura de
Melting con el fin de comprobar la eficiencia de los primers y que la deteccidn se debiera

a la amplificacién de un solo amplicén.

Para el analisis primario de la expresion génica se descartaron los triplicados que
difirieron més de 0,5 ciclos. Una vez filtrados los datos se calculd la diferencia mediante
la relacion relativa entre el gen de referencia PPIA y los genes analizados. Esta relacion
se obtuvo con la formula E-Method de Pfaffl (Pfaffl, 2001) en la que no se utiliza
solamente el Ct sino que también se tiene en cuenta la eficiencia de los primers utilizados.
Los datos se procesaron y se obtuvo el valor RQ para cada uno de los genes (tabla 1) y
de las siguientes sondas tagman analizadas: miR-26a, miR-143-3p, miR-125b, miR-146a,
miR-9, miR-21a, miR-486b, miR-181, miR-183 y miR-let7f.

3.5. Analisis bioinformético.

El andlisis informatico se realizé por dos empresas externas, Genometra S.L. y
Lifesequencing S.L (Figura 4) a partir de las secuencias obtenidas de calidad. Mediante

el uso de diferentes programas (FastQC, TopHat y BWA,Burrows-Wheeler Aligner) se

16



realizd un mapeo de las secuencias contra la base de datos de ncARNSs. Posteriormente,
las secuencias se seleccionaron por biotipo de interés, que fueron mapeadas contra
miARNS horquilla (pri-miARN, el precursor del pre-miARN) usando de nuevo FastQC,
TopHat y BWA para evitar el inmaduro. Con los resultantes se paso al conteo mediante
htseq-count y a la posterior normalizacién y obtencion de la diferente expresion de los
miARNs con edgeR (un paquete de software para el analisis de la expresion diferencial
de genes). Se detecté que gen era objetivo de cada uno de los miARNSs significativos
mediante targetScan, el cudl es un servidor web que predice los genes afectados por
miARNs mediante la bisqueda de sitios que coincidan con la region seed o region

semilla/simiente.

Finalmente se realiz6 una basqueda de genes relacionados con funciones que eran
de interés usando el paquete Multi Dimensional Gene Set Analysis 0 mdgsa que permite

hacer analisis de sets de genes incluyendo métodos de trabajo con miARNS.

)

f’ ™

—

FastQC, BWA 1. Tophat, BWA

Python ——el— e Python

FastQC, BWA—==______L=—-Taophat, BWA

htseg-count — 1 hiseq-count

p—
—

suljedid YNYIW

edgeR package —==______L——-=adgeR package

miRNAs pipeline

—
e

TargetScan, miRBase —=l______l=—TargetScan, miRBase

target gene detection

mdgsa package —==_______l=—mmdgsa package

Gene Set Enrichment
— —

Figura 4. Diagrama de flujo donde se muestra el pipeline de andlisis usado a partir de los resultados
obtenidos de secuenciacién masiva. El esquema muestra los pasos seguidos en la bisqueda y andlisis de

miARNSs candidatos para el presente estudio.
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3.6. Extraccion y cuantificacion de proteina.

Tras 5 meses de consumo cronico de alcohol, los animales procedentes de nuestros
cuatro grupos de estudio fueron sacrificados por dislocacion cervical y se disecciond la
corteza cerebral para cada individuo. Para la obtencion de la proteina total, el tejido
(250mg de tejido/0.5 ml tampdn de lisis) se homogeneizé en tampén de lisis frio (1%
Nonidet P-40, 20 mM Tris-HCI pH8, 130 mM NaCl, 10 mM NaF, 10 pg/ml aprotinina,
10 pg/ml leupepting, 10 mM DTT, 1 mM Na3VO4 y 1 mM PMSF). Los extractos
homogeneizados se mantuvieron en hielo durante 30 minutos, se centrifugaron a maxima
velocidad (13000rpm) durante 15 minutos, y el sobrenadante se recolect6 para determinar
la concentracidn proteica de los lisados, que se midié usando el kit Pierce BCA (acido

bicinconinico) (Thermo Fisher Scientific, Espafa).

3.7. Inmunoelectrotransferencia.

La inmunoelectrotransferencia se usé para determinar los niveles de expresion de
proteinas de interés para el presente estudio (ver Tabla 2). Para ello se utilizaron geles de
1.5 mm de grosor con porcentajes de acrilamida (en el gel separador) entre el 6 y el 15%
segun el peso molecular de los fragmentos proteicos a resolver y adicionando dodecil-
sulfato sodico (SDS). Se mantuvo una relacion acrilamida/bis-acrilamida de 30/0,8 en
todos los casos. A las muestras obtenidas se les afiadio tampdn de carga 6X (350mM Tris
pH 6.8, 30% glicerol, 30% mercaptoetanol, 100g/L SDS, 200 mg/L azul de bromofenol)
y se hirvieron durante 5 min. Para la electroforesis se utilizé un sistema Mini Protean de
Bio-Rad en tampén: 6g/L de Trizma base, 2.88g/L de glicina y 20g/L de SDS. Las
proteinas separadas por SDS-PAGE se transfirieron a membranas de PVDF (Immobilion
Transfer Membrane, Millipore) en tampon 3g/L de Trizma base, 1.44 g/L de glicina y un
20% de metanol, durante 1h a 100V.

Las membranas se bloquearon durante 60 min en Albimina de Suero Bovino
(BSA) al 5% en TBS-Tween (TBS-T) 0.1% (Tris 20mM y NaCl 500mM pH 7.5) y se
incubaron durante toda la noche a 4°C, en agitacién, con los correspondientes anticuerpos
primarios (Tabla 2). Tras la incubacion, las membranas se lavaron 3-4 veces con TBS-T
0.1% y se incubaron con los anticuerpos secundarios (Tabla 3) durante 1h a temperatura

ambiente. Finalmente, las membranas se revelaron mediante quimioluminiscencia usando
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ECL-Plus (Amersham) y se expusieron a films o peliculas MXG de Kodak o Hyperfilm

(alta afinidad) de Amersham.

Otras membranas fueron reveladas mediante el método de fosfatasa alcalina,
donde se usé una mezcla de BCIP/NBT (1:2) diluida en tampdn de fosfatasa alcalina (Tris
12.1 g/L, MgCI2 1.01 g/L, NaCl 5.8 g/L pH 9.2) que es transformada por accion de la
fosfatasa en un precipitado con coloracién (la enzima fosfatasa alcalina cataliza la
reaccion de eliminacion del grupo fosfato de BCIP, cuyo producto reacciona con NBT
formando un precipitado con coloracion). En algunos casos, las membranas reveladas por
quimioluminiscencia fueron reincubadas nuevamente con otros anticuerpos, para la
determinacion de una proteina marcadora (GAPDH) que nos indicara el control de carga.
Para ello, antes del bloqueo, las membranas se trataron con 200mM de glicina pH 2.5y

0.4% SDS, durante 1 h a temperatura ambiente.

Tabla 2. Listado de los anticuerpos primarios utilizados.

Anticuerpo Descripcion Organismo Dilucion Casa Comercial
AIM-2 Absent in melanoma-2 Raton 1:200 Santa Cruz Biotechnology
Caspase-1 Cisteina Peptidasa- 1 ) )
Conejo 1:100 Santa Cruz Biotechnology
IL-18 Interleukin-18
Conejo 1:200 Santa Cruz Biotechnology
Pro-1l-18 | Pro-Interleukin 1 beta Conejo 1:200 Santa Cruz Biotechnology
QK Quakin (QKI) Conejo 1:1000 Abcam
Glucosaminyl (N-Acetyl) )
GCNTL Transferase 1, Core 2 Conejo 1:1000 Abcam
Gliceraldehido 3-fosfato
GAPDH deshidrogenasa Raton 1:3000 Chemicon
(G3PDH)

Tabla 3. Listado de los anticuerpos secundarios utilizados.

Anticuerpos Secundarios Concentracion | Casa Comercial
HRP-1gG-Conejo 1:20000 Sigma-Aldrich
HRP-1gG-Raton 1:5000 Sigma-Aldrich
PA-IgG-Conejo 1:1000 Sigma-Aldrich
PA-1gG-Ratén 1:1000 Sigma-Aldrich
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3.8. Deteccion de IL-1B mediante ELISA.

Las distintas muestras de corteza prefrontal e hipocampo se homogeneizaron en
tampon de lisis frio (1% Nonidet P-40, 20 mM Tris-HCI pH8, 130 mM NaCl, 10 mM
NaF, 10 pg/ml aprotinina, 10 pg/ml leupeptina, 10 mM DTT, 1 mM ortovanadato sodico
(Na3VO4) y 1 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF)) (250 mg tejido/0,5 ml).
Las muestras lisadas se mantuvieron en hielo durante 30 minutos y se centrifugaron a
maxima velocidad durante 15 min. El sobrenadante se recolecté para la determinacion de
los niveles de IL-1p en estos lisados. La concentracion de la citocina IL-1f se determind
en las distintas muestras de estudio, mediante el uso del kit ELISA (Bender MedSystems

GmbH, Austria) y siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.9. Métodos estadisticos.

Los resultados se muestran como [media + error estandar de la media (SEM)].
Para la cuantificacion del trabajo experimental se utilizé el programa SPSS version 17.0.
Las diferencias significativas de los resultados se analizaron mediante el uso de un test
no paramétrico, el Test de la U-Mann-Whitney comprobando la normalidad por el Test

de Z Kolmogorov-Smirnov o bien, siguiendo una Prueba T-Student.

Las diferencias en el p-valor de P<0.05, fueron consideradas estadisticamente
significativas. El programa GraphPad (version 5) se utilizd para la construccién de las
gréficas y el Adobe Photoshop (version 7.0) para el procesamiento de las imagenes y

figuras.

4. RESULTADOS

4.1.- Estudios de secuenciacion masiva revelan que existen distintos miARNSs
diferencialmente expresados en el cértex de ratones WT y TLR4-KO a causa de un
consumo cronico de alcohol y/o presencia/ausencia del receptor TLR4.

El primero de los objetivos propuestos fue evaluar si el consumo crénico de
alcohol altera los patrones y niveles de expresion de miARNSs en corteza cerebral de
ratones WT y TLR4-KO, con el fin de poder detectar miARNs que pudiese funcionar
como reguladores y/o moduladores de la neuroinflamacion asociada al consumo de
alcohol, ademas de analizar el posible papel de la respuesta del TLR4 en estos procesos.

En este objetivo se pretende obtener una visién general de las acciones inflamatorias del
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etanol en cerebro y como se regulan, ya que los miARNS, han tenido, y siguen teniendo,
un gran impacto en mecanismos que participa en diferentes patologias neuroinflamatorias
(Thounaojam et al., 2013; Bernstock, et al. 2016).

Para abordar este objetivo, se partio de muestras de corteza cerebral de ratones
WT y TLR4-KO con y sin consumo de alcohol. Especificamente, se seleccionaron 9
animales por grupo/condicion, que cumpliesen las especificaciones minimas de calidad
del ARN obtenido para la posible generacion de librerias.

Tras la extraccion del RNA total, las muestras se enriquecieron con RNA de
pequefio tamafio y se analizaron en un bioanalizador Agilent 2100. El bioanalizador da
informacidn tanto de la alta integridad del ARN de pequefio tamafio (el pico del ARN
ribosomica 5S estaba totalmente definido) como de la fraccion de miARNSs, que se
concentran entre los 4 y 40 nucledtidos. El siguiente paso fue generar las librerias de
secuenciacion masiva, siguiendo el protocolo de Illumina para la generacion de librerias
de smallARN. Estas librerias se secuenciaron en una empresa colaboradora externa
(Lifesequencing S.A.), que mediante el uso de un secuenciador HiSeq nos proporciond
un analisis bioinformatico de las secuencias obtenidas, siguiendo la metodologia de
andlisis descrita anteriormente (Figura 4). En concreto, se filtraron distintos miARNS
obtenidos y diferencialmente expresados en las 3 comparativas realizadas en el presente
estudio; (a) WTET vs. WT, (b) KOET vs. TLR4-KO y (c) TLR4-KO vs. WT.

De las listas que nos proporcionaron, mediante un analisis bioinformatico
posterior, fueron filtrados los miARNSs obtenidos segun su implicacion bioldgica en
inflamacion, neurodegeneracion y/o cerebro. Una vez realizado este filtraje, se escogieron
algunos de los miARNSs que presentaban mayores cambios significativos en la expresion
génica diferencial entre los grupos de estudio mencionados anteriormente y con mayor
interés en la inflamacion debida al abuso de alcohol y la influencia del receptor TLR4
(Tabla 4) asi como rutas de sefializacion y/o genes que regulan esos procesos.

La tabla 4 muestra que el consumo de alcohol induce un aumento de expresion en
algunos miARNSs en corteza cerebral de animales WT, como el miARN-181c, el miARN-
486b y el miARN-125b, mientras que otros sufren una disminucion en su expresién como
el mMIARN-183, el miARN-26a, el miIARN-143, el miARN-9 y la familia de los miARN
let-7, en especial el miARN-let-7f. Es interesante resaltar, que algunos miARNs como el
miARN-146a y el miARN-181d también se encuentran sobreexpresados en corteza

cerebral de los animales TLR4-KO tratados crénicamente con alcohol.

21



Tabla 4: Principales miARNs seleccionados con un papel importante en la regulacion de la
neuroinflamacion y dafio cerebral que causa el consumo crénico de alcohol a través del receptor
TLRA4. La tabla presenta los datos como [fold change (p-valor)] (* cuando el p-valor< 0,001 se determina
como 0).

Comparativa de estudio

WT+EtOH vs. TLR4-KO+EtOH TLR4-KO vs. WT
WT vs. TLR4-KO

_ -22,67 (0,049) - -31,03 (0,013)
_ -4,92 (0,046) - -
_ -6,53 (0,012) - -
_ -6,12 (0,03) - -7,18 (0,015)
_ -5,98 (0,045) - -7,46 (0,018)
_ -6,45 (0,002) - -4,52 (0,012)
R - =0
_ - - -9,35 (0,048)
_ - 13,80 (0,009) -12,00(0,018)
_ -5,96 (0,0009) - -6,05 (0,008)
_ -4,74 (0,022) - -5,50 (0,011)
_ -5,14 (0,024) - -5,90 (0,013)
_ 3,76 (0,005) - 4,51 (0,002)
_ - 8,34 (0,011) -
_ 8,19 (0,011) - 8,76 (0,008)

Por otro lado, cuando comparamos diferencias de genotipo, TLR4-KO vs. WT, se
observa una disminucién en la expresion del miARN-21a, el miARN-183, el miARN-
26a, el mMiIARN-143, el miARN-146a, el miIARN-9 y el miIARN-181c mientras que el
mMiARN-125b, el mMiARN-181c y el miARN-486b estan sobreexpresados.

4.2. Validacion de datos de secuenciacion masiva.

Tras el analisis bioinformatico derivado de la secuenciacion masiva (SM), donde
se seleccionaron determinados miARNs que se expresaban diferencialmente entre los
distintos grupos, el siguiente objetivo fue la validacion de los resultados observados

22



mediante el uso de otra técnica genomica. Para ello, procedimos al andlisis de estos
miARNs mediante ddPCR y RT-gPCR con el uso de sondas TagMan. Hemos
seleccionado esta metodologia debido a su particularidad en el retrotranscripcion, ya que
solo se transcribe un miARN por reaccion, siendo una técnica especialmente sensible y
especifica en la deteccion de miARNS de interés.

En primer lugar, se seleccionaron 3 miARNS para el estudio de validacién por
ddPCR, relacionados directamente con procesos neuroinflamatorios y que a su vez
mostraban diferencias significativas en los analisis bioinforméticos derivados de la SM.
La técnica de ddPCR ademas tiene la particularidad de aportar informacion en términos
absolutos, al igual que la SM, por lo que nos podia indicar si el nimero de contajes de los
diferentes miARNSs podian considerarse como datos reales.

En este caso, mediante ddPCR se validaron el miARN-125b, miARN-486 vy el
miARN 9. Como muestra la Fig. 5 (A-C), los miARN-125b y miARN-486 muestran
incrementos significativos con el tratamiento de alcohol en el grupo WT, corroborando
los datos bioinformaticos. Asimismo, el mismo tratamiento de alcohol disminuye la
expresion de otros miARNs como el mIARN-9 (miARN-9-1, -9-2 y -9-3) cuando se
comparaba con los controles WT sin tratar (Fig. 5B), resultados que también confirman
los datos obtenidos mediante Bioinformatica.

Posteriormente, procedimos a comprobar algunos de los miARNSs testados
previamente por PCR digital (Urefia-Peralta, 2016) como es el miARN-125b, mediante
RT- gPCR. Como los datos obtenidos fueron idénticos tanto utilizando PCR digital y RT-
gPCR (Fig. 5D), procedimos a analizar el resto de miARNs mencionados previamente en
nuestra tabla.

Merece destacar, que muchos de estos miARNSs seleccionados en la Tabla 4
pueden representar un papel relevante en alcoholismo y la neuroinflamacion asociada,
puesto que presentan cambios muy significativos estadisticamente como son, por
ejemplo, el mMiIARN-143-3p, el cual en estudios previos se ha descrito su implicacién en
la regulacion de procesos de inflamacidn, e incluso sepsis (Teng et al., 2015; Han et al.,
2016), o bien el papel del mMIARN-125b y miARN-146a que se ha demostrado que actlan
conjuntamente en la regulacion de la respuesta inmune modulando la via de sefializacién
de NF-xB (Yang and Wang, 2016), etc. entre otros.
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Figura 5: Analisis por PCR digital (dPCR) y por PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR) de la
expresion de algunos miARNSs de interés en la inflamacién y dafio cerebral que causa el abuso de
alcohol en los ratones WT y TLR4-KO. Las gréficas presentan los contajes positivos absolutos obtenidos
por ddPCR en la cuantificacion del miARN-486 y miARN-125b, donde el etanol incrementa sus niveles en
los cértex de los ratones WT, mientras que los disminuye en el caso del miARN-9 (n=5-8 experimentos
independientes) (A-C). Los resultados de RT-qPCR (D) muestran que el alcohol produce un aumento
significativo en el caso del miARN-125b, miARN-21a, miARN-126a y del miARN 26a en los animales
WT, comparando con los controles no tratados, mientras que disminuye significativamente los niveles del
miARN-143 (n=10-12 experimentos independientes, * p<0.05) (Nota: las imagenes de ddPCR (Fig.5A-C)

han sido tomadas de la tesis de Urefia-Peralta., 2016).
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La validacion mediante RT-qPCR del miARN-125b, miARN-21a, miARN-146a
y miARN-26a confirmé que el tratamiento de alcohol aumenta significativamente su
expresion (Fig. 5D), mientras que el miARN-143 y el miARN-9 disminuyen
significativamente sus valores con el mismo tratamiento en animales WT, cuando se
compara con los animales WT sin tratamiento (Fig.6). Los resultados también indican
que los animales TLR4-KO presentan cierta neuroproteccion frente a los dafios que causa
el abuso de alcohol en el cerebro (Fig. 5 C, Fig.6).

Ademas, resultados preliminares, indican que los niveles del miARN-181 estan
sobreexpresados mientras que los niveles de expresion del miARN-183 y miARN-let7f
estan inhibidos debidos al tratamiento cronico de alcohol en los animales WT (datos no
mostrados), como nos indican los andlisis de SM en la Tabla 4.

Sin embargo, no solo se obtuvieron datos diferenciales de expresion en los
miARNSs debidos al alcohol, sino también, debidos al genotipo, por la ausencia o
presencia del receptor TLR4, donde observamos una expresion diferencial (Fig.5) en
algunos miARNSs (Tabla 4).

En resumen, en el presente trabajo validamos los resultados obtenidos por SM y
demostramos que el etanol altera el patron de expresion de pequefios ARNS, que nos
puede permitir evaluar con mayor profundidad la regulacion de la inflamacién y dafio que
causa un abuso de alcohol en cerebro, y el papel relevante que presenta el receptor TLR4

en estos procesos.

4.3. Papel del miARN-143 en la regulacion de la inflamacion que produce el consumo

cronico o prolongado de alcohol.

Tras el analisis y validacion de los miARNs de interés, observamos que uno de
los miIARN que presentaba mayor evidencia significativa era el miARN-143-3p. Este
miARN produce una disminucion significativa (tabla 4, p-valor< 0,002) debido a un
consumo prolongado de alcohol en los animales WT, mientras que en los TLR4-KO, tanto
tratados crénicamente con alcohol como no tratados, no presentaba diferencias
significativas (Fig. 6). De hecho, diversos autores han descrito el papel del miARN-143
como posible biomarcador en la neuroinflamacion, procesos de sepsis, diabetes, obesidad

e incluso cancer (Tam Tam et al., 2011; Kilic et al., 2015; Han et al., 2016), y por ello, se
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nos presentaba como un miARN candidato para ser validado como biomarcador en
alcoholismo.
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Figura 6: Analisis del efecto del consumo crénico de alcohol en los niveles de expresion del miARN-
143-3p en la corteza de ratones WT y TLR4-KO. La grafica representa la expresion del miARN-143 en
2 de las comparativas de estudio, WT-EtOH vs. WT y KO-EtOH vs. KO, donde apreciamos que existe una
disminucion/ inhibicién significativa debida al consumo de alcohol en los ratones WT, mientras que no
existen cambios en el caso de los ratones TLR4-KO. Los datos se presentan como [media del RQ+SEM],
con una n= 10-12 casos individuales y réplica de cada experimento por triplicado (*p-valor<0,05).

Tras un analisis exhaustivo de la expresion del miARN-143 por RT-gPCR,
observamos que nuestros datos corroboran los resultados bioinformaticos obtenidos en la
secuenciacion masiva. Estos datos sugieren que una disminucién en la expresion del
miARN-143 inducida por el consumo de alcohol podria conllevar a un incremento en la
expresion de los genes que regula. Para ello, realizamos un interactoma de los genes que
regulaba el miARN-143 (Fig. 7), esquema que nos ayuda a predecir los genes que

interaccionan o son regulados por este miARN.

Ademas, tras realizar un andlisis de las posibles funciones de cada uno de los genes
que regula el miIARN-143, seleccionamos aquellos genes que estan implicados en
procesos de inflamacion y/o neurodegeneracion en el cerebro o en la regulacion de la

respuesta inmune (tabla 5).
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Figura 7. Interactoma del miARN 143-3p. La figura obtenida con el software de GeneMANIA, muestra
un mapa donde se presentan los genes que se encuentran regulados por el miARN-143. Aqui vemos que se
muestran los patrones de interaccion de los distintos genes con el miARN-143 (patron colores:

morado=coexpresion; rosa anaranjado=prediccion).
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La tabla 5 muestra algunos genes que regula el miARN-143, implicados en la respuesta
inflamatoria y dafio neural. Por ejemplo, el gen PTGS2 est& implicado en la respuesta
inmunitaria y codifica al mediador inflamatorio COX-2 (Hla and Neilson, 1992), y su
sobreexpresion se observa en distintas enfermedades neuroldgicas y neurodegenerativas,
que cursan con procesos inflamatorios, incluyendo la neuroinflamacion vy
neurodegeneracion que causa el abuso de alcohol (Valles et al., 2004, Alfonso-Loeches

et al., 2010).

Tabla 5: Fenotipos, caracteristicas y funciones de los genes que regula el miARN-143: genes

implicados en inflamacién, respuesta inmune y/o dafio en el cerebro.

Fenotipos Gen Caracteristicas y Funcion
-Ciclooxigenasa-2, enzima clave en la sintesis de prostanoides.
PTGS2 -Actividad dual como ciclooxigenasa y/o peroxidasa, y regula la isoenzima
Nocicepcion anormal tras (COX-2) inducible. En humanos se expresa en un limitado nimero de tipos celulares y
inflamacion es regulada por estimulos especificos.
-Implicacion importante en respuesta inflamatoria.
GCNT1 -Transporte en Golgi y modificaciones, metabolismo, glicosilacidn, etc.
Inflamacion aguda y -Infiltracion leucocitaria.
respuesta inflamatoria -Ruta de sefializacion de la respuesta inmune de IL-12.  (Marth and Grewal,
anormal 2008)
(1) Inflamacién peritoneal. SLC12A6  -Miembro de los co-transportadores de sodio y potasio (transportadores K-Cl).
Neurodegeneracion; -Inducido principalmente por condiciones hipotdnicas.
degeneracion (2) neuronal -Implicacion en la respuesta a sefiales de estrés, degeneracién neuronal y
en el hipocampo, (3) axonal sistema nervioso periférico, e inflamacion.
y (4) del sistema nervioso (Shekarabi et al., 2012)
periférico
-Codifica la proteina de unién al ARN que regula el splicing del pre-mARN,
exportacion del mARNs del nicleo, traslacién proteica y estabilizacion del
mARN.
Alteraciones morfol6gicas QKI -Implicacion en procesos de mielinizacion y diferenciacion oligodendrocitos.
de la materia blanca -Posible relacion con esquizofrenia.
cerebral -Regulacion negativa en la respuesta frente al LPS. Impide la activacion de
MAPK y la produccion de interleucinas.
(Ryder et al., 2004)
VAPB -Codifica una proteina tipo IV de membrana que se encuentra en plasma y
membranas de vesiculas intracelulares.
-Encontrada como homodimero y heterodimero con VAPA en la membrana de
reticulo endoplasmico relacionada con tréfico vesicular.
Degeneracién axonal -Participa en la homeostasis intracelular del ion calcio y se relaciona con el
plegamiento de proteinas, aunque no se conoce mucho.
(Gomez-Suaga et al., 2017)

GRHL2 -Forma homodimeros o heterodimeros con GRHL1 y GRHL3. Participacion en
el estableciendo de distintas zonas de neurulacion primaria. Defectos del gen se
asocian a sordera.

Disminucisén del tamario MARCKS  -Se localiza en la membrana plasmética y codifica una proteina sustrato para la
cerebral proteina quinasa C.
-Codifica a una proteina de unién a filamentos de actina; su unién a PKC o
calmodulina-calcio inhibe la asociacion con actina y se transloca al citoplasma.
Degeneracion de célulasde =~ CACNALA -Codifica la subunidad alfa-1 que forma parte del canal de calcio llamado
Purkinje CaVv2.1.
-Implicada en plasticidad neuronal y supervivencia.
TTPA -Codifica una proteina que se encuentra en higado y cerebro y controla la

Neurodegeneracion

distribucién de la vitamina E obtenida de la dieta a las células y tejidos del
organismo (vitamina E es un antioxidante) (Schock et al., 2004).
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Otros genes que se incluyen en esta tabla son el GCNT-1, implicado en procesos
de transporte vesicular e infiltracion leucocitaria (Marth and Grewal, 2008) o SLC12A6,

que participa inflamacién peritoneal e incluso en dafio cerebral (Shekarabi et al.,.2012).

La tabla 5 también muestra algunos genes que se asocian con neurodegeneracion
como el QK-1, VAPB, MARCKS o TTPA entre otros. Por tanto, se podria inferir el
posible papel del mMiIARN-143 y el receptor TLR4 en la regulacion de la inflamacion y

dafo cerebral que causa el abuso prolongado de alcohol.

4.4. Validacion de los niveles de expresion de los genes regulados por el miARN-143

tras un consumo crénico de alcohol en los ratones WT y TLR4-KO.

Confirmada la importancia del miARN-143 y su modulacion en genes implicados
en la respuesta inmunitaria, decidimos validar la expresion de algunos de estos genes
regulados por este miARN en la corteza de animales WT y TLR4-KO con o sin consumo
cronico de alcohol. Para ello seleccionamos 5 genes que pudiesen tener relevancia en los
efectos inflamatorios del alcohol (Tabla 5), especificamente validamos: GCNT-1, COX-
2, QK-1, SLC12A6 y VAPB, y cuantificamos su expresion génica relativa mediante RT-
qPCR.

Uno de los genes gque analizamos fue el PTGS2, ya que datos de anteriores del
laboratorio habian demostrado que el consumo créonico de alcohol incrementa
significativamente los niveles de COX-2 en la corteza de los ratones WT, pero estos
efectos no se observaban en el cortex de TLR4-KO tratados o no tratados con etanol
(\Valles et al, 2004; Alfonso-Loeches et al., 2010).

Los resultados de la Figura 8 confirman estos datos y revelan que el consumo de
alcohol incrementa la expresion del gen PTGS2 en corteza de ratones WT, al igual que lo
hace los niveles de la proteina que codifica, mientras que el mismo tratamiento de alcohol

no afecta la expresién de PTGS2 en corteza de ratones TLR4-KO.
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Figura 8: Principales genes controlados por el miARN-143 tras un consumo crénico de alcohol en
animales WTy TLR4-KO. La grafica representa la expresion relativa de los genes que controla el miARN-
143 obtenidos del andlisis por RT-gPCR en las cortezas de los ratones WT y deficientes para el receptor
TLR4 (KO) tras un consumo cronico de alcohol. Las barras muestras el valor de RQ, donde se presenta la
activacién o inhibicién de cada uno de los genes con su grado de significacién estadistica, con una n= 10-
12 casos individuales/grupo (*p<0.05, **p<0,01 y ***p<0,001).

Adicionalmente, observamos que el gen QK-1 presenta el mismo patron de
expresion génica que PTGS2. Considerando el papel del QK-1 en procesos de
mielinizacion (Ryder et al., 2004), alteraciones en la expresion de este gen y la proteina
QK1 se podria relacionar con las alteraciones en la materia blanca que se observa en
cortex de ratones WT con consumo de alcohol (Alfonso-Loeches et al., 2012). Asimismo,
observamos que en los ratones TLR4-KO tratados cronicamente con alcohol, los niveles
de expresion de QK-1 disminuyen, aunque no presentan alteraciones en la estructura de

la mielina, tal y como se ha descrito en estudios (Alfonso-Loeches et al., 2012).

Otros genes analizados como GCNT-1, SLC12A6 o VAPB, presentan una
disminucidn en sus niveles en la corteza de ratones WT con consumo de alcohol, mientras
que el mismo tratamiento produce un aumento en su expresion en cortex de animales
TLR4-KO. Estos genes estan relacionados con transporte vesicular y autofagia, y el
consumo de alcohol altera el transporte vesicular, la glicosilacién y autofagia (Tomas et
al., 2012; Pla et al., 2014). Los efectos de alcohol que se observan en TLR4-KO, puede
estar mediados por mecanismos de compensacion para tratar de revertir los efectos

adversos del etanol sobre el transporte vesicular y el aumento de estrés oxidativo.
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4.5. Estudio y validacion de algunas rutas de sefializacion reguladas por miARN-143

y el TLR4 tras un abuso de alcohol

El siguiente objetivo consistié en evaluar la funcionalidad de algunas de las
principales proteinas implicadas en las rutas de sefializacion que regulaba el miARN-143
tras un consumo prolongado de alcohol, viendo cudl es el papel del receptor TLR4 en

estos procesos.

Se ha descrito que el miARN-143 modula la expresion del inflamasoma AIM-
2/Casp-1 (Momeni et al., 2013). Ademas, el reclutamiento de los inflamasomas AIM2 y
NLRP3 inducen la activacion de la caspasa-1 (Sagulenko et al., 2013) y el procesamiento

de pro-IL-1B a la IL-1P, con el correspondiente aumento en sus niveles.

Para abordar este objetivo, utilizamos ratones WT y TLR4-KO tratados
cronicamente con alcohol durante 5 meses y controles a los que sélo se les suministrd
agua. Tras este tiempo, se analizaron por inmunoelectrotransferencia los niveles del
inflamasoma AIM2, Caspasa-1 activa (Casp-1/p10), la IL-18 activa y la pro-1L-1 (forma
inmadura) en lisados de cortezas cerebrales de estos ratones tratados y no tratados

crénicamente con alcohol.

La figura 9, muestra que los ratones WT tratados cronicamente con alcohol
presentan una activacion de la cascada de sefializacidn del inflamasoma AIM-2/Caspasa-
1. De hecho, en la Fig. 9A se observa que el alcohol aumenta la expresion del complejo
AlIM-2, al mismo tiempo que se produce una ruptura proteolitica de la pro-Casp-1, dando
lugar a su forma activa de 10 kDa (Casp-1/p10) en la corteza de los ratones WT. Sin
embargo, la activacion de este complejo no se produce en la corteza de los ratones TLR4-
KO con el mismo tratamiento cronico de alcohol. Ademas, para corroborar estos
resultados se midié la cantidad de las citoquinas proinflamatorias IL-1p e IL-18. En la
Fig. 9A se muestra la activacion de la IL-18 (p18 activa) y una disminucién en los niveles
de la pro-IL-1p (p31, forma inmadura) en la corteza de los ratones WT tratados
cronicamente con alcohol. Para confirmar el aumento de la citoquina IL-1B, se realiz6 un
ensayo de inmunoabsorciéon ligado a enzimas (ELISA), demostrando un aumento
significativo en los niveles de esta citoguina en corteza de los ratones WT tratados con
alcohol (Fig. 9B). Sin embargo, no se observaron cambios significativos entre los ratones

TLR4-KO tratados y no tratados con alcohol.

31



WT WT-EtOH KO KO-EtOH

AIM-2 | S - o

z

Casp/p10 I' ﬁ"“"‘g]m =
22

o

pro-IL-15 [ P s =

TL-18 [ S s —1]8

GAPDH | |36
kDa
AIM-2
200 = [ Caspasa-1/p10
w* Bl IL-18

150+ B8 pro-IL-1beta

Densitometria
(unidades arbitrarias)
.
3

WT-EtOH KO-EtOH

g

MW GCNT1

C WT WT-EtOH KO KO-EtOH B3 QKI

GenT-1 ([ 50
ok I -

GAPDH |- ———|36

g

Densitometria
(unidades arbitrarias)
8

04

kDa WI  WIEtOH KO  KO-EtOH

Figura 9: Expresion del inflamasoma AIM-2/Casp-1 y proteinas de sefalizacion, regulada por el
MiARN-143, en cértex de ratones WT y TLR4-KO con o sin consumo croénico de alcohol. A: Las
proteinas mostradas (AIM-2, Caspasa-1 activa, IL-18 y la pro-1L-1p) participan en la ruta de activacion del
complejo del inflamasoma AIM-2. (B) Niveles de IL-1p [pg/mg proteina] evaluados por ELISA (n=4). (C)
Westerns blots de las proteinas GCNT-1 y QK-1. Las densitometrias se presentan como la [mediaSEM]
con una n= 3-4 muestras individuales/grupo.

Adicionalmente, evaluamos los posibles cambios en los niveles de proteina de
GCNT-1y QKI en el cortex de ratones WT y TLR4-KO tratados con etanol. La Fig. 9C
muestra que las proteinas QKI y GCNT-1 presentan un aumento significativo y una

pequefia disminucidn en sus niveles, respectivamente, en la corteza de los ratones WT
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con abuso de alcohol, respecto a sus controles. No se observaron cambios significativos
en los ratones TLR4-KO tratados y no tratados con alcohol.

Considerando la relevancia del miARN-143 en la neuroinflamacién que causa en abuso
de alcohol, estamos analizando este miARN en plasma de ratones estos ratones WT y
TLR4-KO para evaluar si pudiese servir como biomarcador de neuroinflamacion asociada

con el abuso de alcohol.

5. DISCUSION

Durante la ultima década con el desarrollo de técnicas Omicas, como la
secuenciacion masiva junto con la Bioinformética, ha permitido la caracterizacion
los miARNS, y la importancia de estos RNAs de pequefio tamafio en la regulacion de
diferentes patologias, incluyendo enfermedades autoinmunes (Shi et al, 2014),
neuroinflamacion, dafio cerebral y neurodegeneracion (Ksiazek-Winiarek et al., 2013;
Yang et al., 2017). Ademas, recientemente se han empezado a utilizar los miARNSs como
biomarcadores (Ej. miR-155, miR-146a, miR-191, miR-342-3p, miR-16, etc.) en diversas
patologias del sistema inmunitario y del SNC, como glioblastomas, artritis reumatoide,
dermatitis atopica, Esclerosis multiple y Alzheimer entre otras (Quinn et al., 2011; Yang,
2014; Femminella et al, 2015). Incluso, algunos miARNs se estan utilizado en el
diagndstico y prondstico de enfermedades como el Alzheimer (Femminella et al, 2015),

lesiones cerebrales traumaticas (Di Pietro et al., 2017), etc.

En el presente trabajo, utilizando la SM con la plataforma de Illumina (Loman et
al. 2012) hemos evaluado como el consumo cronico de alcohol altera el patron de
expresion de ciertos miARNS en la corteza cerebral de ratones, y como este patrén se ve

afectado por la presencia o ausencia del receptor TLRA4.

5.1. Efecto del etanol en la regulacion por miARNS en corteza cerebral: papel de la

respuesta de los receptores TLR4

Trabajos de los ultimos afios han demostrado los efectos del alcohol y su
regulacion por los miARNs en diferentes patologias asociadas con el abuso de alcohol.
Asi, datos recientes demuestran el papel de ciertos miARNs en la aparicion fibrosis

hepatica (Saikia et al., 2017) o en la teratogénesis del alcohol, como muestran las
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alteraciones en los miR-9, miR-21 y miR-153 (Tsai et al., 2014) tras la exposicién al

alcohol en cultivos de células madre neuronales fetales.

En cerebro adulto, la administracion cronica e intermitente al alcohol causa, en
corteza cerebral, disfunciones en la expresion de las familias miR-181 y let-7 (Smith et
al., 2016). Asimismo, el tratamiento cronico de alcohol altera diferentes miARNs vy
ARNmM en corteza prefrontal, que se asocian con dependencia al alcohol en ratas (Tapocik
et al., 2016). Disfunciones de diferentes miARNSs también se han observado en cerebros

post-mortem de alcohdlicos (Most et al., 2016)

En el presente trabajo, mediante el uso de la secuenciacion masiva y analisis
bioinforméticos ha permitido obtener resultados de ciertos miARNSs que se expresan de
forma diferencial en el cortex cerebral de ratones WT o TLR4-KO con o sin tratamiento
cronico de alcohol. Sin embargo, aunque hemos obtenido una gran abundancia de
miARNS que se alteran por el tratamiento de alcohol, decidimos centramos en aquellos

miARNSs asociados con inflamacion.

Los resultados de SM y analisis bioinformaticos para filtrar los miARNSs asociados
con inflamacidén y dafio neural, indican que el consumo de alcohol induce un aumento en
la expresion de ciertos miARNs, como el miARN-181c, el miARN-486b, el miARN-
125b, mientras que otros sufren una disminucion en su expresion como el mIARN-183,
el MIARN-26, el miARN-143, la familia del miIARN-9 (miR 9-1, 9-2y 9-3) y del miARN-
let-7f (Tabla 4) en el cortex cerebral de animales WT. Es interesante sefialar que el
mMiARN-let-7 regula la expresion de los receptores TLR4 (Chen et al., 2007) y la
inmunidad innata (Sathe and Reddy, 2014) y una reduccion en su expresion aumentaria
la respuesta de los TLR4 tal y como se ha demostrado en estudios anteriores (Alfonso-
Loeches et al., 2010; 2012). Ademas, deacuerdo con nuestros resultados, se han descrito
disfunciones de los miARNs -181 y -let7, tras un consumo crénico e intermitente de

alcohol en corteza cerebral (Smith et al., 2016).

Los datos obtenidos también indican que en el cortex de ratones TLR4-KO, el
tratamiento de alcohol incrementa los niveles de expresion de ciertos miARNs como el
miARN-146a y el miARN-181d. Hay que destacar que estos miARNSs regulan la
inmunidad innata, la inflamacion y la respuesta de los TLRs (Lee et al., 2016) y un
aumento en su expresion modularia o induciria a una disminucion o represion de genes

asociados a inflamacion y en la respuesta de los TLRs.
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Nuestros resultados de SM también muestran que ciertos miARNSs se expresan
diferencialmente a causa del genotipo. Asi, cuando se analiza la comparativa, TLR4-KO
vs. WT (Tabla 4), se observa una disminucion en la expresion del ciertos miARNs
(mIARN-183, miARN-26a, miARN-143, miARN-21a, miARN-146a, miARN-9)
mientras que otros miARNS se encuentran sobreexpresados (miARN-125b, el miARN-
181ay el miARN-486b).

Un objetivo importante ha sido el validar algunos miARNSs que se expresaban
diferencialmente entre grupos, asi como comprobar la expresién de algunos genes que
estén regulados por un determinado miARN. Hay que destacar, sin embargo, que aunque
los miARNs modulan diferentes genes (Lee and Ambros 2001), modificando y/o
silenciando su traduccion, algunos acttan en forma de clusters, y en ciertos casos, un
aumento o disminucién en la expresion del miARN no esta directamente relacionada con

una disminucién o aumento en la expresion de los genes que modula.

En el presente trabajo, hemos validado la expresion de los miARNs: miARN-
125b, miARN-21a, miARN-146a miARN-143-3p, miARN-26a, miARN-181 vy el
miARN-let7, miRNA-183, estos tres ultimos no incluido en resultados. Algunos de estos
miARNs, como el miARN-125b y miARN-146a se ha demostrado que actuan
conjuntamente en la regulacion de la respuesta inmune modulando la via de sefializacion
de NF-xB (Yang and Wang, 2016), una de las vias de sefalizacion activada por la
respuesta del receptor TLR4. Sin embargo, otros clusters actian de forma opuesta. En
nuestro caso, observamos la presencia de diferentes clusters como los miARNs- 9-1, 9-2
y 9-3 0 en los mMiARNSs-let7fl y miARNs-let7f2.

La validacién mediante RT-gPCR del miARN-125b, confirmo que el tratamiento
de alcohol aumenta significativamente su expresion (Fig. 5D), mientras que el miARN-
143 disminuye significativamente sus valores con el mismo tratamiento en animales WT
(Fig.6). Es interesante resaltar, que los animales TLR4-KO presentan cierta
neuroproteccion frente a los dafios que causa el abuso de alcohol en corteza cerebral (Fig.
5C y Fig.6).

Nuestros resultados también confirman, que los niveles del miARN-21a, miARN-
146a, miARN-26a y el miARN-486b estan sobreexpresados mientras que los niveles de
expresion del miARN-183, miARN-let7f y el miARN-9 estan inhibidos en cortex de

ratones WT con consumo crdnico de alcohol, datos que confirman los obtenidos mediante
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el andlisis de SM (tabla 4, Figura 5). Asimismo, observamos que la ausencia o presencia

del receptor TLR4, determina la expresion diferencial de ciertos miARNs (Tabla 4).

5.2. EI miARN-143-3p y su papel en la neuroinflamacién tras un abuso de alcohol.

Uno de los miARNs que validamos su expresion en las diferentes condiciones
experimentales y que evaluamos su regulacion en la expresion de diferentes genes fue el
miARN-143-3p. La expresion de este miARN disminuye con el tratamiento cronico de
alcohol en corteza de animales WT, sugiriendo un aumento en la expresion de genes que
regulaba. Para ello, buscamos el interactoma de este miARN (Fig.7), y evaluamos la
expresion de algunos genes implicados en la respuesta inmune (Tabla 4), tales como
GCNT-1, PTGS2, QK-1, SLC12A6 y VAPB en corteza cerebral de animales WT con o

sin consumo de alcohol.

Nuestros resultados demuestran que el consumo de alcohol incrementa la
expresion en ciertos genes como el PTGS2, que codifica el mediador inflamatorio COX-
2 (Hla and Neilson, 1992) y el QKI que participa en diferenciacion de oligodendrocitos
y formacion de la mielina (Ryder and Williamsom, 2004), mientras que el mismo
tratamiento disminuye su expresion en ratones TLR4-KO. Hay que resaltar, que un
aumento de COX-2 se produce en procesos de neuroinflamacion y en trastornos
neurodegenerativos (Teismann, 2012), y resultados anteriores del laboratorio han
demostrado que el consumo cronico de alcohol incrementa significativamente los niveles
de COX-2 en la corteza de los ratones WT tratados cronicamente con etanol (Valles et al,
2004; Alfonso-Loeches et al., 2010). Ademas, el abuso de alcohol induce disfunciones en
la estructura de la mielina (Alfonso-Loeches et al., 2012) correlacionandose con la
expresion de QKI. Es interesante resaltar, que estos efectos no se observan en el cortex
de los ratones TLR4-KO tratados o no tratados con etanol. Por tanto, los resultados

tendrian cierta coherencia y explicarian las acciones del etanol en la corteza cerebral.

Sin embargo, no en todos los genes evaluados y regulados por el miARN-143
observamos un incremento en su expresion, ya que los genes GCNT-1, SLC12A6 o
VAPB, disminuye su expresion en la corteza de los ratones WT con consumo de alcohol,
mientras que el mismo tratamiento produce un aumento en el cértex de los animales
TLR4-KO. Hay que sefialar, que gran parte de estos genes estan relacionados con

transporte vesicular y autofagia, y el consumo de alcohol altera y reduce el transporte
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vesicular y los procesos de glicosilacion (Tomas et al., 2012), asi como los procesos de
endocitosis y autofagia (Pla et al., 2014). Al mismo tiempo, observamos incrementos en
la expresion de estos genes en los animales TLR4-KO que presentan un abuso de alcohol.
Este incremento podria estar mediado por mecanismos de compensacion para tratar de
revertir los efectos adversos del etanol sobre el transporte vesicular y el aumento de estrés
oxidativo, ya que las alteraciones en los procesos de endocitosis y autofagia no se

observan en cOrtex de ratones TLR4-KO tratados con etanol (Pla et a., 2014).

Ademas, evaluamos algunas proteinas que codifican los genes GCNT-1,
implicado en infiltracién leucocitaria (Marth and Grewal, 2008), y de QKI, relacionado
con procesos de mielinizacién (Ryder et al., 2004). En la Fig. 9C se muestra que QKI
presenta un aumento significativo mientras que GCNT-1 presenta una tendencia a
disminuir sus niveles en la corteza de ratones WT con abuso de alcohol, cuando
comparamos con sus controles, mientras que no se produjeron cambios significativos en

los ratones TLR4-KO tratados y no tratados cronicamente con alcohol.

Adicionalmente, puesto que el miIARN-143 modula el reclutamiento de los
inflamasomas AIM2 y NLRP3 (Momeni et al., 2013) e induce la activacion de la caspasa-
1 (Sagulenko et al., 2013), analizamos la posible activacion del inflamasoma por el
consumo de alcohol. Demostramos que el tratamiento de alcohol induce una activacion
del inflamasoma y la liberacion de la citoquina IL-1p en el cortex de animales WT,
aungue estos efectos no se observan en el de animales TLR4-KO tratados con etanol.
Estos resultados que coindicen con datos anteriores del laboratorio (Alfonso-Loeches et
al., 2014) demuestran que una de las vias por las que el consumo de alcohol causa y

amplifica la neuroinflamacion es a través de la activacion del inflamasoma.

En resumen, los resultados obtenidos confirman resultados de la secuenciacion
masiva, tras validar algunos miARNSs que se expresan diferencialmente por el consumo
de alcohol en corteza cerebral de animales WT y TLR4-KO, e indican que el alcohol
activa vias de inflamacion, estrés oxidativo y dafio neural. Estos resultados abren la
posibilidad de busqueda de biomarcadores plasmaticos en la neuroinflamacién y dafio

neural asociados al consumo de alcohol.
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6. CONCLUSIONES

1-

Los resultados de la secuenciacion masiva y niveles de expresion de miARNS
en el cortex cerebral de ratones WT vs. WT+EtOH muestran que
aproximadamente 70 miARNS se encuentran diferencialmente expresados
por el consumo cronico de alcohol. De estos, 45% estan involucrados en
mecanismos de respuesta inmunitaria o sefializacion inflamatoria y el resto

en procesos de dafio neural.

Demostramos que el consumo de alcohol induce un aumento en la expresion
de ciertos miARNs (miARN-181c, miARN-486b y miARN-125b, miARN-
21%; miARN-146% miARN-26a), mientras que otros sufren una disminucion
en su expresion como el miARN-183, el miARN-143 y las familias del
mMIARN-9 (miR-9-1, 9-2 y 9-3) y del miARN-let7 (miR-let.7f, etc.) en el
cortex cerebral de los animales WT. La expresion de estos miARNS no varia
en el cortex de los animales TLR4-KO, o bien se producen cambios para

compensar los efectos del etanol.

Todos los miRNAs que expresan diferencialmente con el consumo de
alcohol han sido validados mediante ddPCR o RT-gPCR.

Finalmente, hemos validado la expresion del miARN-143-3p y algunos de
los genes que regula y se asocian a vias de sefializacién de neuroinflamacién
o dafio neural, confirmando el papel de este mIARN en los efectos
neuroinflamatorios del alcohol en cerebro y sugiriendo su posible papel

como biomarcador.
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8. ANEXO |

Muestra
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Figura 10. Comprobacion de la calidad del ADNc mediante electroforesis en gel de agarosa. Tras la
retrotranscripcion (RT), observamos la banda del ADNc amplificado para cada una de las muestras de
estudio. El control negativo (CN) se observa en la localizacion 12 (gel WT).
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9. ABREVIATURAS
TLR4 - Toll-like receptor 4
CIPF > Centro de Investigacion Principe Felipe

NF-xB - Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas, complejo proteico que controla la transcripcion el ADN.

TLR - Toll-like receptor

NLR - NOD-like receptor

PRRs —>Pattern recognition receptors

PAMPs —>Pathogen associated molecular patterns

DAMPs - Danger associated molecular patterns

IRFs - Factores reguladores del interferdn.

IL = Interleucina

LPS - Lipopolisacarido

AP-1 - Proteina activadora 1, un factor de transcripcion.

ARN > Acido ribonucleico.

ARNSsi - ARN pequefio de interferencia

miARN - micro ARN, ARN monocatenario de pequefio tamafio
ARNmM -> ARN mensajero

KO- Knock-out, deficiente

WT -> Wild type, silvestre

TLR4** > Silvestre para el TLR4

TLR47 > Knock out para el TLR4

WT+EtOH - Silvestre con tratamiento crénico de alcohol
TLR4-KO - Knock out para TLR4

TLR4-KO+EtOH -> Knock out para TLR4 con tratamiento cronico de alcohol
KO+EtOH - Knock-out para TLR4 con tratamiento crénico de alcohol

PCR - Reaccién en cadena de la polimerasa, técnica de amplificacién del material
genético.

Unidades de medida: Nm - Nanémetro ~ ng - Nanogramo Kg > Microgramo
pl = Picolitro ml = Mililitro rpm - Revoluciones por minuto

rcf = Online relative centrifugal force o G-force, medida de centrifugacion
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xg - Fuerza centrifuga

ADN - Acido desoxirribonucleico.

RT-PCR - Real time PCR

dNTPs - Desoxirribonucledtidos trifosfato

cDNA - DNA complementario

miR = Micro ARN

ncARNs - ARNSs no codificantes

mM > milimolar

ddPCR -> Droplet digital PCR, método para realizar PCR digitales

SM = Secuenciacién masiva
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