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RESUMEN

Introduccioén: El alcohol es una sustancia psicoactiva que afecta al higado y al cerebro. El alcohol se metaboliza
en sustancias téxicas y radicales libres que dafian los tejidos hepéticos y pueden causar hepatitis alcohdlica y
cirrosis hepética. El alcohol también produce inflamacion en el cerebro, que implica la activacion de las células
gliales y la liberacion de sustancias que causan dafio cerebral. Los microRNA son moléculas pequefias que
regulan la expresion génica y pueden tener efectos antiinflamatorios o proinflamatorios. Objetivo: En este estudio
se midieron los niveles de varios microRNA en ratones que consumian o no alcohol, y se confirmé el consumo
de alcohol y el dafio hepatico con pruebas de sangre y tejido. Metodologia: Se extrajo parte del estriado e
hipocampo de cada ratén, y en ambas &reas se purificaron astrocitos y microglias. La medicion de los niveles de
miRNAs se realizé a través de gPCR. Resultado: Desafortunadamente, no se encontraron diferencias
significativas.
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INTRODUCCION 125a-5p modula este proceso?’.

El alcoholismo es un problema de salud publica en Ademas, segun Aziguli K. et all. que investiga el
Chile, responsable de mas de 7600 muertes al afio™. papel de miR-125a-5p en la neuropatia periférica
El consumo excesivo de alcohol genera una diabética (NPD) en ratones con diabetes tipo 2,
respuesta inflamatoria en el higado que puede observéd que, el mirR-125a-5p se expresa en
conllevar a una esteatosis hepética alcohdlica y vesiculas extracelulares derivadas de astrocitos y
posteriormente a una cirrosis hepética. Ademas, el podria reprimir la activacibn astrocitica y la
consumo excesivo de alcohol produce mediadores inflamacion mediante la inhibicion de la via de
inflamatorios en el cerebro, activando vias de sefializacion del factor de asociacion de receptor TNF
sefializacién asociadas a la neuroinflamacién?2. 6 y c-Jun N-terminal (TRAF6/JNK) en ratones

La neuroinflamacion es particularmente perjudicial diabéticos. Sin embargo, no hay estudios que
debido a que las células gliales son mas sensibles a indiquen que tenga el mismo efecto en el sistema
estimulos inflamatorios que otros tejidos, y su nervioso central o en situacion de consumo de
activacion conduce a dafio cerebral 'y alcohol crénico?®,
neurodegeneracion®® La neuroinflamacion es una de Curiosamente, la expresion de miR-125b-5p, que
las causas principales en la patogénesis de muchos tiene la misma secuencia central que miR-125a-5p,
trastornos del SNC® y también se ha observado su esta modulada por la sefializacion de NF-kB mediada
participacién en adicciones, como a la cocaina? y por mTOR®. miR-125b-5p se une a la region 3'UTR
opioides®. Se ha comprobado que dafios producidos del gen TNF-B para regular negativamente la
en 6rganos periféricos pueden participar en el respuesta inflamatoria®. Los niveles de expresion de
desarrollo de patologias cerebrales®. miR-125b-5p estan regulados negativamente por la

El higado y el cerebro se comunican activacion de Aktl inducida por LPS?L.
estrechamente®®y el alcoholismo puede alterar sus Otros datos recientes han demostrado que miR-
funciones. El alcohol también interfiere con los 125b-5p puede dirigirse directamente e inhibir la
mecanismos de reparaciéon celular’ y favorece la expresion de un gen que codifica la 5-lipoxigenasa,
muerte celular por autofagia y apoptosis®®. una enzima clave en la biosintesis de leucotrienos

Los miRNAs son moléculas que regulan la esenciales tanto para las respuestas inmunitarias
expresion génical®! y son importantes en diversos innatas como para los procesos inflamatorios??,
procesos cerebrales'?!3. Los miRNAs se alteran en implicando un rol antiinflamatorio.
diversas patologias del SNC** y se liberan por la Mir 23a-3p se ha relacionado con la promocion y
microglia activada'®. La microglia puede adoptar un progresion de enfermedades hepaticas como higado
fenotipo proinflamatorio o antiinflamatorio®y el miR- graso no alcohdlico (NAFLD), a través del aumento
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en acumulacioén de lipidos, dafio mitocondrial, estrés
oxidativo e inflamacién del higado, pudiendo
desencadenar enfermedades de mayor gravedad
como cirrosis, esteatohepatitis ylo
hepatocarcinoma?:.

La familia miR-23a se compone de dos cadenas
complementarias (miR 23a-3p y miR 23a-5p) las
cuales se encuentran encargadas de regular
procesos intracelulares relacionados con la
proliferacion celular, regulacion de la respuesta a
factores inflamatorios, regulacién de la apoptosis y
regulacion de procesos metabolicos?*?5, Se ha
observado en modelos de dafio por inflamacion
inducidos por LPS que el miR-23a-3p atenua la
apoptosis inducida por macréfagos en tejido hepatico
y cerebral al dirigirse al gen HMGB1, inhibiendo su
expresion y neutralizando su accion
proinflamatoria?®26, EI miR-23a-3p se ha relacionado
directamente con procesos antiinflamatorios, siendo
un regulador positivo de la via de PI3K/AKT/mTOR al
inhibir la expresién de PTEN, permitiendo que AKT
sobre active a mTOR. Ademas, se ha observado que
miR-23a-3p se encuentra en diferentes procesos
patoldgicos asociados a una respuesta inflamatoria,
liberacién de ROS, estrés celular e isquemia, como
se ha observado en la lesidn cerebral isquémica y
esteatosis hepética no alcohdlica, en donde se ha
encontrado que los niveles del miR-23a-3p
aumentaron considerablemente en ambos
fendmenos patoldgicos, mientras que los niveles de
PTEN disminuyeron, y en consecuencia aumento la
expresion y activacion de mTOR, por lo que se ha
considerado que el miR-23a-3p ejerce funciones
antiinflamatorios y pro proliferativas/regenerativas en
lesiones asociadas a procesos inflamatorios?327-2,

Cabe mencionar que el miR-23a no se han
estudiado anteriormente en modelos de adiccién, y
considerando que producto de la neuroinflamacion
generada por el consumo de alcohol las microglias y
astrocitos de la corteza, hipocampo y estriado del
cerebro se ven afectadas por la liberacion de ROS y
produccion de ER, fendmenos muy similares a los
que ocurren en enfermedades inflamatorias en las
gue se ha observado la expresion del miR-23a-3p, lo
cual podria dar lugar a que este miR se encuentre
implicado en  procesos asociados a la
neuroinflamacién ocasionada por el consumo de
alcohol.

Problema de investigacién

El consumo de alcohol tiene efectos nocivos en la
salud, que aumentan el riesgo de desencadenar
patologias crénicas que afectan el higado y el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares,
cerebrovasculares, digestivas y cancer?. A nivel
molecular, aunque se ha establecido el rol de algunos
microRNAs en los procesos de neuroinflamacion, no
se comprende completamente el dafio producido por
estos microRNAs. Ademas, aun no existen estudios
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que relacionen las vias de respuesta al dafio por
inflamacion y el efecto de los microRNAs sobre la
misma.

Hipotesis

El consumo de alcohol de forma voluntaria y
cronica desfavorece la expresion de miRNAs
antiinflamatorios en  astrocitos 'y  microglias
provenientes del hipocampo y estriado, y se
correlaciona con un estado hepético proinflamatorio
en ratones C57BL/6.

Objetivo General

Evaluar la expresion de miRNAs antiinflamatorios
en astrocitos y microglias de estriado e hipocampo, y
evaluar el estado inflamatorio hepatico de ratones
C57BL/& que consumieron alcohol en forma
voluntaria y crénica.

Objetivos Especificos

1. Determinar histolégicamente la inflamacion en
higado de ratones alcohdlicos y no alcohdlicos.

2. Valorar los niveles de miRNA antiinflamatorios en
astrocitos y microglias de ratones C57BL/6.

3. Relacionar la expresién de mMiRNA
antiinflamatorios con el nivel inflamatorio hepatico.

METODOLOGIA
Tipo de Estudio

Los experimentos actuales son un estudio
preclinico in vivo de correlacion para evaluar si las
expresiones de los miRs son correlacionables con el
consumo crénico y voluntario de alcohol, conociendo
previamente sus funciones pro y antiinflamatorias en
neuroinflamacion no alcohdlica, antes de que se
realice el mismo experimento en humanos.

Poblacién y muestra

Para el estudio se utilizaron 14 de ratones
C57BL/6, de los cuales 7 se les dio la opcion de
consumir dos dispensadores diferentes, una con
alcohol (etanol al 15% en agua), y otra con agua,
correspondiente al control negativo. Para calcular el
tamafio muestral se utilizo la férmula del estudio de
Charan y Kantharia del 2013 (87). Cuya férmula es la
siguiente: 2 * SD"2 ((Za/2 + Zb)"2)/(d"2).

Doénde SD significa “Desviacion estandar, Za/2 es
el valor Z para error tipo 1 que corresponde a un 1,96
para el 5%; Zb es el valor Z para poder estadistico,
qgue corresponde al 0,842 para el 80% y d seria la
diferencia entre medias.

Los ratones del grupo control (n = 7) solo pudieron
consumir agua. El periodo de exposicion consistioé en
70 dias, durante los cuales el alcohol estuvo presente
dia por medio. Posteriormente, los ratones fueron
eutanasiados y se les extrajo parte de la corteza, el
estriado e hipocampo del cerebro de cada uno, donde
ademas se obtuvieron microglias y astrocitos,
purificadas de las tres éareas del cerebro
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mencionadas mediante citometria de flujo. Todas las
muestras fueron congeladas a -80°C para su
posterior analisis. De todas las muestras se extrajo
RNA total para la determinacién de miRNAs.

Para el estudio, se incluyeron ratones C57BL/6 de
una edad de 2 meses, con un consumo crénico sobre
los 70 dias (2.5 meses de consumo), todos
consumieron sobre 10 g de alcohol/kg de peso.
Respecto a la exclusién, se esperd dejar fuera del
estudio aquellos ratones que no cumplieron con los
requisitos de edad y consumo esperado (ningln raton
fue excluido en este estudio).

Obtencion de Muestras

La disponibilidad del alcohol en el grupo de
estudio fue de dia por medio. De forma diaria por 30
dias se midi6 la cantidad de alcohol consumido por
kilogramo. Luego de eutanasiar a los ratones, se
extrajo parte del estriado e hipocampo del cerebro de
cada uno. De cada una de estas areas cerebrales
extraidas, se obtuvo muestras de microglias y
astrocitos utilizando Neural Tissue Dissociation kits
(Miltenyi Biotec) y se purificaron mediante citometria
de flujo mediante el equipo Citdmetro Cell Sorter y fue
realizado en el Laboratorio de Inmunologia de la
Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile.

migPCR

Para cuantificar los miRNAs estudiados, se
empled la técnica de migPCR (Benes, 2015. Scientific
Reports). Se prepararon alicuotas que representan a
todas las muestras a estudiar para determinar si cada
miRNA era detectable en las éareas y células
cerebrales a estudiar. Se definieron miRNAs de
interés a aquellos que tuvieran un ciclo de
amplificacion umbral Ct menor a 33. Se prepararon
mezclas de reacciébn para cada muestra, en
duplicados o simplificados para cada miRNA a medir.

La amplificacién se realiz6 mediante ciclos de
desnaturalizacion a 95°C durante 30 segundos y una
etapa de hibridacién y elongacién a 60°C durante 35
segundos. Para evaluar la especificidad del ensayo,
se realizaron las curvas de melting propias del
equipo. Se recopilaron los datos de fluorescencia en
cada ciclo de PCR. Los datos de fluorescencia se
analizaron utilizando el software StepOne v2.2.2
especializado para determinar el umbral de deteccion
y el ciclo umbral (Ct) de cada muestra. EI RNA
nucleolar pequefio RNU6b se us6 como gen
Housekeeping para la cuantificacion relativa y para el
analisis de resultados de los gPCR se utilizé el
método delta delta CT (AACY).

Histologia

Ademas, los higados fueron fijados en
formaldehido y procesadas en histoprocesador de
tejidos Kinco Green Series siguiendo protocolo de
rutina. Se obtuvieron cortes de 3-5 ym utilizando un
microtomo  rotatorio Leica y se realizd
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desparafinaciéon en bafios sucesivos de Histoclear y
alcoholes graduados hasta el agua corriente. Se hizo
una tincion nuclear con Hematoxilina de Harris
durante 2 a 3 minutos y viraje con borato durante 30
segundos. Posteriormente se realiz6 un lavado en
agua destilada seguido por tincion con eosina por 3
minutos. Por ultimo, la deshidratacion con alcoholes
de 75° 95° y 100° por lavado cada uno, ademas de 3
cambios por 3 minutos de xilol para realizar el
montaje de la lamina con entellan. El analisis
histolégico se realizd por todos los integrantes del
equipo y un meédico patdlogo del Centro médico
integral CEMESI.

RESULTADOS

Expresion de miRs antiinflamatorios en células de
estriado de raton. En la evaluacion de la expresion de
los miR-23a-3p, miR-125a-5p y miR-125b-5p en
astrocitos de estriado (STA) y en microglias (STM)
por medio de migPCR, se observd que tanto ratones
del grupo control como del grupo experimental
expresaban estos miRs antiinflamatorios. Al
comparar los resultados de ambos grupos en STA
(Figura 1.a, 1.b y 1.c), se pudo observar que no hubo
diferencias significativas en ninguno de los 3 miRNAs
medidos. Asimismo, en el caso de STM (Figura 1.d,
l.ey 1.f), también se observé que no hubo diferencias
significativas en ningin miRNA, sin embargo, cabe
destacar que en el caso del miR-125a-5p se observo
una tendencia al aumento en la expresion en el grupo
experimental en relacion al grupo control (p = 0,0825).
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Figura 1.
Resultados
migPCR de los
miR-125a-5p,
miR-125b-5p y
miR-23a-3p en
astrocitos y
microglias de
Estriado e

Hipocampo.

Conjunto de graficos de experimentos independientes en la expresion de miRs
antiinflamatorios en Astrocitos en Estriado (a-c), Microglias en Estriado (d-f), Astrocitos
en Hipocampo (g-i) y Microglias en Hipocampo (j,k), en la que en cada gréfico se expresa
la media y el error estandar, dénde a) corresponde a los niveles de miR-23a-3p (p =
0,5336). b) corresponde a los niveles de miR-125a-5p (p = 0,2914). c) corresponde a los
niveles del miR-125b-5p (p = 0,5756). d) corresponde a los niveles de miR-23a-3p (p =
0,8237). e) corresponde a los niveles de miR-125a-5p (p = 0,0825). f) corresponde a los
niveles del miR-125b-5p (p = 0,6564). g) corresponde a los niveles de miR-23a-3p (p =
0,1336). h) corresponde a los niveles de miR-125a-5p (p = 0,0651). i) corresponde a los
niveles del miR-125b-5p (p = 0,0590). Y finalmente, j) corresponde a los niveles de miR-
23a-3p (p = 0,3123). k) corresponde a los niveles de miR-125b-5p (p = 0,1191).
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Expresion de miRs antiinflamatorios en
hipocampo de ratén

Al evaluar la expresion de los mismos miRNAs en
hipocampo, se observé que los tres miRNAs estaban
expresados en ambos grupos en el caso de astrocitos
de hipocampo (HCA). Por otra parte, en el caso de
HCM sbélo se pudo analizar miR-23a-3p y miR-125b-
5p debido a que miR-125a-5p no se hallé en
cantidades medibles. Al comparar ambos grupos en
HCA (Figura 1.g, 1.h y 1.i).

Se hall6 que en ningin miRNA se observaron
diferencias significativas. Sin embargo, se observo
una tendencia a la disminucion en la expresion de los
miR-125a-5p (p = 0,0651) y miR-125b-5p (p =
0,0590). Por otra parte, al observar los resultados en
HCM (Figura 1.j y 1.k) no se observaron diferencias
significativas ni tendencias en ningn miRNA.

Analisis histologico de higados de raton.

El analisis histolégico (Figura 2) reveld que la
mayoria de los higados presentaban cambios
atribuibles a una esteatosis hepatica difusa con
presencia de infiltrado inflamatorio abundante en el
tejido.

Figura 2.
Imagenes
Histologicas de
higado de los
ratones 13y 12
en 10x y 40x

Imagen representativa del grupo experimental (a) y grupo control (b), en las que ambos
ratones son seleccionados por tener el puntaje mas alto o el mas bajo. En la figura se
visualiza los en aumento 10x (a.1. y b.1) y en aumento 40x (a.2. y b.2.).

En todas las muestras se observo vacuolizacion
intracitoplasmatica, pérdida parcial de los limites
citoplasmaticos, nulcleos basdfilos e infiltrado
leucocitario. En ninguno de los ratones se observaron
cuerpos de mallory, necrosis o fibrosis. En algunos
ratones se observé una disminucién de tamario de los
hepatocitos y binucleaciones. Estos resultados
histolégicos no sugieren una patologia causada por
el alcohol.

DISCUSION

Estudios anteriores demostraron que el miR-
125a5p y miR-125b-5p aumentan producto del
consumo del alcohol y en modelos de dependencia a
metanfetaminas, ademas de participar en la
respuesta neuro adaptativa del organismo para
disminuir la respuesta inflamatoria?42%

Por otra parte, estudios han demostrado el rol del
miR-23a-3p en  procesos  neuroinflamatorios
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asociados a estrés, produccion y liberacion de ROS,
ademas de estar relacionado con la neuroadaptacion
producto de dafio y muerte celular, como un
regulador negativo de los cambios degenerativos
asociados al dafo®03l. Al evaluar los niveles de
expresion de los miRNAs se observo una tendencia
al aumento en la expresion del miR-125a-5p en STM,
mientras que el miR125a-5p en HCA y el miR-125b-
5p en HCA y HCM presentaron una tendencia a la
disminucién en su expresion.

Si bien estos resultados no presentan una
diferencia estadisticamente significativa, se puede
establecer que las respuestas celulares al estrés y
dafio generado por el consumo crénico de alcohol
son variables dependiendo la region y tipo celular que
se evalle. En el hipocampo de ratones, la tendencia
observada en astrocitos indica que responden al
estrés y dafio producto del consumo de alcohol de la
manera esperada. Mientras tanto, en el cuerpo
estriado, las microglias tienen un comportamiento
gue indicaria que no responden al dafio
desencadenado por la toxicidad generada por el
consumo de alcohol o al menos no de la manera
observada en la literatura.

CONCLUSION

Se observaron tendencias en los Mir-125a-5p y
Mir-125b-5p en astrocitos de hipocampo, por lo que
la hipétesis planteada no se pudo demostrar, sin
embargo, los resultados obtenidos en el presente
estudio no fueron estadisticamente significativos, por
lo que futuros estudios deberan ser realizados para
determinar posibles funciones desconocidas en este
tejido y tipo celular.

Si bien el estudio no proporciona una respuesta
definitiva, proporciona informacién valiosa sobre las
respuestas celulares al estrés y dafio causado por el
consumo cronico de alcohol en diferentes regiones y
tipos celulares. Los resultados del estudio sugieren
gue las respuestas celulares al estrés y dafio
generado por el consumo crénico de alcohol son
variables dependiendo de la regién y tipo celular
evaluado.

Los resultados obtenidos son valiosos para
dilucidar la posible relacién que los miR-125a-5p y
miR-125b-5p poseen en relacién a la adiccion al
alcohol y a la neuroinflamacién. Ademas, como se
expuso anteriormente, el modelo utilizado no
demostré cambios histolégicos como los observados
en la literatura previa, por lo que el presente estudio
puede utilizarse como un antecedente para plantear
cambios en el modelo de adiccion al alcohol en
futuras investigaciones relacionadas.
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