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Resumen

La encefalopatia de Wernicke (WE) es una enfermedad neurolégica causada por la
deficiencia de tiamina (TD) cuyo principal factor de riesgo es el trastorno por uso del
alcohol. El objetivo de este estudio es explorar el perfil de expresion de genes candidatos
relacionados con neuroinflamacion, disfuncién mitocondrial y metabolismo de la tiamina
en el hipocampo de animales expuestos a consumo crénico de alcohol (CA), una dieta
deficiente en tiamina (TDD) o la combinaciéon de ambos.

Se analizaron un total de 42 ratas Wistar macho incluidas en 4 grupos experimentales:
control (C) que recibieron agua o agua suplementada con tiamina (0,2 g/L), alcohol
cronico (CA) durante 36 semanas, dieta TD y piritiamina durante 12 dias (TDD) y un
grupo que combinaba CA+TDD. La expresion relativa de factores neurotréficos (Pen, Mk,
Piprz), factores proinflamatorios (774, Ccl2 y Hmgbl), proteinas implicadas en homeostasis
mitocondrial (Mfnl y Mfn2) y enzimas del metabolismo de la tiamina (7pkl) se determiné a
partir de ARNm obtenido del hipocampo de los distintos grupos experimentales. El analisis
estadistico se realizo6 mediante el test no paramétrico Kruskal-Wallis.

La expresion de Plprz tendia a ser menor en el grupo TDD comparado con el grupo C
(no significativo) mientras que la disminucién de Piprz observada en el grupo TDD fue
estadisticamente significativa cuando se comparaba con el grupo CA+TDD (p<0,05).
Ademis, el grupo TDD mostr6 los menores niveles de expresion de Pin y esta disminucion
fue estadisticamente significativa comparada con los grupos C'y CA (p<0,05).

Nuestros resultados indican un perfil diferencial de expresién de la ruta PTN-MDK-
PTPRZ en el hipocampo de ratas con una dieta TD distinto al observado en el resto de
los modelos de encefalopatia WE analizados (CA y CA+TDD).

Palabras clave: Wernicke, Korsakoff, deficiencia de tiamina, pleiotrofina, receptor
proteina tirosina Fosfatasa Z, neuroinflamacion, hipocampo

Abstract

Wernicke’s encephalopathy (WE) is caused by thiamine deficiency (TD) whose
main risk factor is alcohol use disorder. Pathogenic mechanisms associated with
WE include mitochondrial dysfunction, oxidative stress and neuroinflammation.
This study aims to explore the gene expression signature of certain candidate genes
related to neuroinflammation, mitochondrial dysfunction and thiamine metabolism
in the hippocampus from animals exposed to chronic alcohol consumption, thiamine
deficiency or the combination of both.

Male Wistar rats (n=42) were randomly assigned to 4 experimental groups: control
(C) receiving tap water or tap water plus thiamine (0.2 g/L), chronic alcohol (CA)
forced ingestion for 36 weeks, TD diet and pyrithiamine for 12 days (TDD) and CA
combined with TDD. The relative gene expression of neurotrophic factors (Ptn, Mdk,
Piprz), proinflammatory molecules (Tlr4, Cel2 and Hmgbl), mitochondrial homeostatic
factors (Mfnl and Mfn2) and thiamine metabolism (7pkI) was analyzed in RNA isolated
from the hippocampus across all experimental groups. Differences in gene expression
were assessed using non-parametric tests (Kruskal-Wallis).

Piprz mRNA levels tended to be downregulated in the TDD group compared to
controls (p=0.06, non-significant) and levels were significantly decreased related to the
CA+TDD group (p<0.05). TDD group showed the lowest expression levels of Pin
across all experimental groups, and this decrease was statistically significant compared
to the control and CA groups (p<0.05).

Our findings indicate a differential gene expression profile of the PTN-MDK-PTPRZ
axis in the hippocampus of rats receiving a TD diet but not in the rest of the WE
models analyzed (CA and CA+TDD).

Keywords: Wernicke, Korsakoff, thiamine deficiency, pleiotrophin, Protein Tyrosine
Phosphatase Receptor Z, neuroinflammation, hippocampus

B Recibido: Julio 2025; Aceptado: Noviembre 2025.

M Enviar correspondencia a:

W [SSN: 0214-4840 / E-ISSN: 2604-6334

Laura Orio. Departamento de Psicobiologfa y Metodologia de las Ciencias del Comportamiento, Facultad de Psicologia, Universidad

Complutense de Madrid, Madrid, Espafia. Email: lorio@psi.ucm.es

Gonzalo Herraddn. Departamento de Ciencias de la Salud y Ciencias Farmacéuticas, Facultad de Farmacia, Universidad San Pablo-CEU,

Universidades CEU, Madrid, Espafia. Email: herradon@ceu.es

ADICCIONES, 2025 - VOL. 37 N. 4

383


https://socidrogalcohol.org/
https://socidrogalcohol.org/
mailto:lorio@psi.ucm.es
mailto:herradon@ceu.es
https://adicciones.es/

Estudio de la ruta neurotroéfica Pleiotrofina/PTPRZ en el hipocampo
de ratas expuestas a consumo crénico de alcohol y/o deficiencia de tiamina

a tlamina es una vitamina esencial (B1) adquiri-

da a través de la dieta cuya forma activa, la tia-

mina pirofosfato, es un cofactor necesario para

enzimas cruciales implicadas en el metabolismo
energético (Jhala y Hazell, 2011; Zhao et al., 2014). La
deficiencia de tiamina (TD) se ha asociado con disfunciéon
mitocondrial, aumento del estrés oxidativo y nitrosativo
y activaciéon de procesos inflamatorios y de dafio celular
(Moya et al., 2021; Moya et al., 2022b). La desregulacién
de esos procesos debido a la TD se asocia con diferentes
trastornos neurolégicos (Abdou y Hazell, 2015; Cassiano et
al., 2022; Jhala y Hazell, 2011; Martin et al., 2003; Moya
et al., 2022a).

La encefalopatia de Wernicke (WE) es una afeccién neu-
rolégica aguda y grave causada por TD. La principal causa
de WE es el trastorno por consumo de alcohol (AUD), aun-
que la WE también se ha descrito en pacientes con afec-
ciones no relacionadas con el alcohol, como la enfermedad
inflamatoria intestinal, la anorexia nerviosa o en pacientes
tras cirugias bariatricas (Eva et al., 2023; Kohnke y Meek,
2021). El diagnéstico del trastorno se realiza con frecuencia
de forma post mortem mediante estudios de neuroimagen,
con estudios de autopsias que informan de una prevalencia
de WE entre el 0,4-2,8% y la mayoria de los casos asocia-
dos al abuso de alcohol (Abdou y Hazell, 2015; Li y Xing,
2025). Muy pocos casos (20%) parecen identificarse ante-
mortem, y esta tasa de diagnostico erréneo es alarmante-
mente alta en la WE no alcohdlica. El trastorno se diag-
nostica por una triada clasica de sintomas (encefalopatia,
oftalmoplejia y ataxia), pero los tres componentes se ob-
servan unicamente en un 16% de los pacientes, la mayoria
mostrando solo uno o dos componentes y algunos de ellos
mostrando una condicién infrecuente sin sintomas clasicos,
especialmente en las primeras etapas de la WE no alcohé-
lica (Li y Xing, 2025). Otros sintomas principales de la WE
incluyen alteraciones cognitivas (confusién, desinhibicién)
y motoras (nistagmo, pérdida de equilibrio, alteraciones de
la marcha, entre otras) (Kohnke y Meek, 2021; Oscar-Ber-
man y Maleki, 2019). Si no se trata, la WE puede progresar
a una afeccién neurolégica mas grave llamada sindrome de
Korsakoft (WKS), por lo que puede considerarse un conti-
nuo, denominado sindrome de Wernicke-Korsakoff (Ham-
moud y Jimenez-Shahed, 2019), que se caracteriza por
trastornos de la memoria (amnesia anterégrada y retr6-
grada) y sintomas psiquiatricos (confabulacion y psicosis)
(Arts et al., 2017; Kohnke y Meek, 2021; Oscar-Berman
y Maleki, 2019). Estudios de neuroimagen en pacientes
con WE y WKS identificaron dafio cerebral en diferentes
areas, siendo el talamo, los cuerpos mamilares, el hipocam-
po, los 16bulos frontales o el cerebelo algunas de las areas
mas afectadas (Jung et al., 2012). Actualmente, la WE pue-
de tratarse con suplementacion de tiamina para evitar la
progresion del trastorno, pero no existe evidencia de una

terapia farmacologica beneficiosa para tratar el dafio neu-
rologico en el WKS (Arts et al., 2017; Sahu et al., 2025).
La modulacién de la respuesta inmunitaria en el sis-
tema nervioso central (SNC), especialmente la respuesta
mmnata mediada por células gliales, ayuda a restaurar y
minimizar el dafio causado por agresiones patéogenas y
toxicas (Ghew et al., 2006; Gomez-Nicola y Perry, 2015;
Jung et al., 2019; Kielian, 2016; Lehnardt, 2010). Sin em-
bargo, las respuestas neuroinflamatorias créonicas debido a
agresiones persistentes o desequilibrios en los mecanismos
homeostaticos contribuyen a una variedad de afecciones
neurolégicas (Gomez-Nicola y Perry, 2015; Jung et al.,
2019; Kielian, 2016). La neuroinflamacién sostenida es
también uno de los mecanismos patogénicos propuestos
en la WE (Abdou y Hazell, 2015; Cassiano et al., 2022;
Moya et al., 2022a; Moya et al., 2022b; Moya et al., 2021;
Toledo Nunes et al., 2019; Zahr et al., 2014). En este sen-
tido, se observo una regulacion al alza de las principa-
les citocinas proinflamatorias (como IL1{, IL6, TNFa o
MCPI) y un incremento de los marcadores de activacion
microglial en diferentes 4reas cerebrales (tdlamo, coliculo
inferior o hipocampo, entre otras) en modelos de WE (To-
ledo Nunes et al., 2019; Zahr et al., 2014). De manera in-
teresante, hallazgos previos mostraron una regulacion al
alza de la via de sefializacion TLR4/MyD88 en el mismo
modelo de WE utilizado en este estudio, especificamente
en la corteza frontal y el cerebelo (Moya et al., 2022a;
Moya et al., 2021). Pleiotrofina (PTN) y Midkina (MDK)
son factores neurotrdficos que actian como reguladores
de la neuroinflamacién en diversas afecciones neurologi-
cas (Cafieque-Rufo et al., 2025; del Campo et al., 2021;
Fernandez-Calle et al., 2018, 2020; Rodriguez-Zapata et
al., 2024; Vicente-Rodriguez et al., 2014; Vicente-Ro-
driguez et al., 2016). Mientras que la expresion de PTN
alcanza su pico en el nacimiento y se mantienen niveles
detectables en la edad adulta, la expresion de MDK se
produce principalmente durante el desarrollo embriona-
rio y puede inducirse en adultos por diferentes formas de
lesion tisular (Ross-Munro et al., 2020). PTN y MDK se
unen a diferentes receptores, aunque el receptor tirosina
fosfatasa tipo Z (PTPRZ, también conocido como RP-
TPR/C) parece ser el mas implicado en la regulacion de
la neuroinflamaciéon debido a su expresion principal en
el SNC (Gonzalez-Castillo et al., 2015; Herradon et al.,
2019; Ross-Munro et al., 2020). PN y MDK inhiben la
actividad tirosina fosfatasa intrinseca de PTPRZ aumen-
tando los niveles de fosforilacién de sus sustratos como
[-catenina, Fyn o ALK (Herradon et al., 2019; Maeda et
al., 1999). Se ha encontrado PTN y MDK regulados al
alza en diversas patologias con un contexto neuroinflama-
torio como la enfermedad de Parkinson, la enfermedad
de Alzheimer, la lesién cerebral o tras la administraciéon
de drogas de abuso (anfetamina o cocaina) (Herradon et
al., 2019). En relaciéon con el consumo de alcohol (princi-
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pal factor de riesgo de WE y WKS),
PTN también se reguld al alza tras
una administraciéon aguda de etanol
en la corteza prefrontal del raton
(Vicente-Rodriguez et al., 2014) y
también se observé un incremento
de MDK en la corteza frontal de pa-
cientes con AUD (Flatscher-Bader y
Wilce, 2008).

Estudios recientes han revelado el
importante papel de la via PI'N-RP-

Figura 1

Disefio experimental y cronograma de los tratamientos
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Nota. Un total de 42 ratas macho Wistar fueron alimentadas con pienso estandar y agua del grifo ad

libitum durante 12 dfas antes de la experimentaciéon. Después de eso, los animales fueron asignados

previno completamente la pérdida
de neurogénesis hipocampal causa-
da por la exposicion aguda al etanol
durante la adolescencia (Galan-Lla-
rio et al., 2023a). Ademas, estudios
previos han revelado evidencia de
diferencias especificas por sexo en los efectos del alcohol
intermitente crénico sobre las respuestas gliales y la neu-
rogénesis hipocampal (Galan-Llario et al., 2023b). Aparte
de la neuroinflamacién inducida por alcohol, otros estudios
sugieren que los niveles endégenos de PTN desempenan
un papel importante en la regulacion de la respuesta sisté-
mica aguda al lipopolisacarido (LPS) y los cambios micro-
gliales hipocampales en ratones adultos jévenes, asi como
en la regulaciéon de los efectos a largo plazo del LPS sobre
la respuesta astrocitaria y la neurogénesis en el hipocam-
po (Rodriguez-Zapata et al., 2024). Sin embargo, el papel
modulador de PTN-RPTPZ en los procesos hipocampales
tras el consumo croénico de alcohol y/o la deficiencia de
tlamina atin no se ha estudiado.

Por lo tanto, este estudio tiene como objetivo explorar
la firma de expresiéon génica del eje PIN-MDK-PTPRZ
y otros genes candidatos relacionados con la neuroinfla-
macion, la disfuncién mitocondrial y el metabolismo de la
tiamina en el hipocampo en tres modelos in vivo diferentes
que potencialmente pueden inducir WE mediante consu-
mo crénico de alcohol (CA), dieta con déficit de tiamina y
antagonismo de la tiamina (TDD) o la combinacién de CA
y TDD (CA+TDD).

Material y métodos

Animales
Ratas macho Wistar (Envigo©, Barcelona, Espafia) con
un peso de 100-125 g a la llegada fueron alimentadas con

aleatoriamente a cada grupo experimental: control [agua del grifo y pienso estandar] (C, n=14#), alcohol
crénico [20% p/v durante 36 semanas] (CA, n=9), deficiencia de tiamina [dieta deficiente en tiamina y

una administracién diaria de piritiamina (0,25 mg/kg; i.p.) durante los Ultimos 12 dias] (TDD, n=9) y CA
combinado con TDD (CA+TDD, n=10). #Seis animales control recibieron tiamina oral (0,2 g/L) en el agua.
Grupos experimentales tomados de (Moya, Lépez-Valencia, et al., 2022). La imagen de la rata se obtuvo de
BioArt Collection NIAID Visual & Medical Arts. 26/06/2025. Black Rat-Grey (BIOART-000054) NIAID BIOART
Source: https://bioart.niaid.nih.gov/bioart/54 y su color fue modificado.

comida estandar y agua del grifo disponibles ad libitum du-
rante 12 dias antes de la experimentacién. Después de eso
(alrededor del PD 40), los animales (n = 42) fueron asigna-
dos aleatoriamente a cada grupo experimental. Una des-
cripciéon detallada del alojamiento de los animales puede
encontrarse en una publicacién previa (Moya et al., 2021).

Todos los procedimientos siguieron las directrices ARRI-
VAL y se adhirieron a las directrices del Comité de Bien-
estar Animal de la Universidad Complutense de Madrid
(referencia: PROEX 312-19) en cumplimiento del Real
Decreto espafiol 53/2013 y siguiendo la Directiva Europea
2010/63/EU sobre la proteccion de los animales utilizados
para investigaciéon y otros fines cientificos.

Grupos experimentales

El disefio experimental se muestra en la Figura 1. En este
estudio se emplearon 4 grupos experimentales: alcohol
crénico (CA), dieta con déficit de tiamina + piritiamina
(TDD), CA combinado con TDD (CA+TDD) y grupo
control (C). Una descripciéon detallada de los grupos ex-
perimentales puede encontrarse en una publicacion previa
(Moya et al., 2022b).

El grupo CA fue expuesto a consumo forzado de una so-
luciéon de etanol (acceso limitado a una unica botella) basa-
do en el protocolo descrito previamente (Fernandez et al.,
2016). La solucién de etanol se prepard a partir de etanol
96° (Iberalcohol S.L., Madrid, Espana) en agua del grifo.
El alcohol se introdujo gradualmente; comenzando al 6%
durante 5 dias, seguido de otros 5 dias al 9%, 5 dias al 12%,
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2 dias al 16% y finalmente alcanzando el 20%, que se man-
tuvo durante las 36 semanas de duracion del experimento.
Las ratas CA (n = 9) recibieron comida estandar ad libitum
durante todo el experimento.

En el grupo TDD (n = 9), los animales fueron alimen-
tados con comida estandar y tuvieron acceso a una Gnica
botella con agua del grifo. En los tltimos 12 dias del experi-
mento, el pienso fue sustituido por una dieta con déficit de
tlamina (nivel residual de tiamina <0,5 ppm; Teklad Cus-
tom Diet, Envigo, Madison, WI, USA), asi como una ad-
ministracion diaria de piritiamina hidrobromuro (inhibidor
de la ttamina pirofosfocinasa) (Sigma Aldrich, Madrid, Es-
pana; 0,25 mg/kg; i.p.), tal como se describié previamente
(Moya et al., 2021).

En el grupo CA+TDD, los animales recibieron el mismo
tratamiento de alcohol que el grupo CA y en los tltimos 12
dias del experimento la comida estandar fue sustituida por
la dieta con déficit de tiamina mas una inyecciéon diaria
de piritiamina hidrobromuro, tal como se describi6 para el
grupo TDD (n = 10).

El grupo C tuvo acceso a una unica botella con agua
del grifo y comida estandar ad libitum durante toda la
duracién del estudio (n = 8). Un grupo control adicional
(n = 6) suplementado con 0,2 g/L de tiamina en el agua
durante todo el experimento (Moya et al., 2022b) se uniéd
a este grupo dado que no se encontraron cambios signi-
ficativos en ninguno de los parametros analizados (grupo
C,n=14).

Durante los ultimos 12 dias del protocolo, los grupos C'y
CA recibieron inyecciones diarias equivalentes de solucion
salina (1.p.) para reproducir las mismas condiciones de es-
trés en todos los animales.

Recogida de muestras de tejido

En el dia 12 del protocolo TDD, al menos 1 h después de la
administracion del tratamiento, los animales fueron deca-
pitados tras la inyeccién letal de pentobarbital sédico (320
mg/kg, 1.p., Dolethal®, Vétoquinol, Espafia). Los cerebros
fueron inmediatamente aislados del craneo, descartan-
do las meninges y los vasos sanguineos. Las muestras de
corteza frontal y cerebelo han sido utilizadas y publicadas
en (Moya et al., 2022b). También se extrajeron los hipo-
campos y se congelaron a —80 °C hasta su analisis en este
estudio.

Analisis de expresion génica
El ARN total del hipocampo (hemisferio izquierdo) se aisld
usando el Total RNA Isolation Kit (Nzytech, Lisboa, Por-
tugal) siguiendo las instrucciones del fabricante. Luego,
1,5 pg de ARN fueron retrotranscritos a ADNc de cadena
sencilla (First-strand cDINA Synthesis Kit, Nzytech, Lisboa,
Portugal).

La PCR cuantitativa en tiempo real se realiz6 por dupli-
cado para la cuantificacién relativa de Piprz, Pin, Mdk, Tir4,

Cel2, Hmgb1, Mfnl, Mfn2y TpkI utilizando el kit SsoAdvan-
ced Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA) en un CFX Opus Real-Time System (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). La expresion relativa de cada gen se
calcul6 usando RplI3 y i2m como genes de referencia, se-
gun el método de Livak (Livak y Schmittgen, 2001). Las se-
cuencias de los cebadores y las condiciones experimentales
se resumen en la Tabla Suplementaria 1.

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el softwa-
re IBM-SPSS v28 (IBM Corp., Armonk, N.Y., USA) y los
datos se representaron utilizando GraphPad Prism version
8 (San Diego, CA, United States). Los datos se presentan
como media *+ error estindar de la media (SEM). Tras
evaluar la no normalidad de la distribucién de los datos
(test de Kolmogorov-Smirnov), las diferencias en la expre-
sion génica entre los grupos experimentales se analizaron
utilizando pruebas no paramétricas (Kruskal-Wallis) y se
aplicaron comparaciones post-hoc usando la correccién de
Bonferroni. Se consideré estadisticamente significativo un
valor de p menor de 0,05.

Resultados
Via PTN-MDK-PTPRZ

En primer lugar, se analizé la expresiéon génica relativa
de Piprz v de sus ligandos Pin y Mdk en todos los grupos
experimentales (C; CA; TDD; CA+TDD) (Figura 2A-C).
Mientras que los niveles de expresion de Plprz en el grupo
expuesto a alcohol crénico con o sin dieta con déficit de
tiamina (CA y CA+TDD) fueron similares al grupo con-
trol, su expresién génica tendié a disminuir en el grupo
TDD en comparacién con los controles (p = 0,06, no signi-
ficativo) y disminuy¢ significativamente en el grupo TDD
en comparacion con el grupo CA+TDD (Figura 2A, p <
0,05). Ademas, el grupo TDD mostr6 los niveles mas bajos
de expresién de Pin entre todos los grupos experimenta-
les, y esta disminucion fue estadisticamente significativa en
comparacién con los grupos control y CA (Figura 2B, p <
0,05). La expresion génica de Pin también fue menor en el
grupo que recibi6 CA y TDD (CA+TDD) en compara-
ci6n con los grupos control y CA, aunque estas diferencias
no alcanzaron significaciéon estadistica tras la correccién
de Bonferroni. En contraste, no se observaron diferencias
significativas en la expresion de Mdk entre los grupos ana-
lizados (Figura 2C).

Moléculas neuroinflamatorias

También se evaluaron los niveles de expresion de otros ge-
nes asociados con inflamacion crénica (Tir4, Cel2 y Hmgbl)
en los tejidos de hipocampo de los diferentes grupos expe-
rimentales (Figura 3). La expresion génica de 7{r4 fue simi-
lar en todos los grupos experimentales (Figura 3A). La ex-
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presion de Cel2 parece ser ligeramente mayor en aquellos
grupos experimentales que recibieron TDD (CA+TDD y
TDD) en comparacién con los grupos C y CA, a pesar de
ser una tendencia no significativa (Figura 3B). En relacion

Figura 2

Expresion génica relativa de Ptprz y de sus ligandos
Ptn y Mdk en todos los grupos experimentales
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Nota. El grafico representa los datos (media + E.E.M.) de la cuantificacién re-
lativa de los niveles de ARNm de Ptprz (A), Ptn (B) y Mdk (C) en el hipocampo
de ratas macho Wistar.

Control (C, n=14), alcohol crénico (CA, n=9), dieta deficiente en tiaminay
piritiamina durante 12 dias (TDD, n=9) y CA combinado con TDD (CA+TDD,
n=10). "p < 0,05 para diferencias significativas entre Cvs. TDD y ""p < 0,01
para diferencias significativas entre CA vs. TDD. No se observaron diferencias
significativas en la expresion de Mdk entre los grupos analizados. La signifi-
cacion estadistica se evalué mediante pruebas no paramétricas (Kruskal-Wa-
llis) y comparaciones post-hoc (correccién de Bonferroni).

con Hmgbl, su expresion génica relativa fue practicamente
estable en todos los grupos experimentales, independiente-
mente del tratamiento recibido (Figura 3C).

Figura 3

Expresion relativa de genes proinflamatorios en los modelos in
vivo de WE analizados
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Nota. El grafico representa los datos (media + E.E.M.) de la cuantificacién
relativa de los niveles de ARNm de TIr4 (A), Ccl2 (B)y Hmgb1 (C) en el hipo-
campo.

Control (C, n=14), alcohol crénico (CA, n=9), dieta deficiente en tiaminay
piritiamina durante 12 dias (TDD, n=9) y CA combinado con TDD (CA+TDD,
n=10). La significacion estadistica se evalué mediante pruebas no paramétri-
cas (Kruskal-Wallis) y comparaciones post-hoc (correccién de Bonferroni). No
se observaron diferencias significativas en la expresion de Tir4, Ccl2 y Hmgb1
entre los grupos analizados.
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Figura 4

Niveles de expresion de genes relacionados con la homeostasis mitocondrial y el metabolismo de la tiamina
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Nota. El grafico representa los datos (media + E.E.M.) de la cuantificacién relativa de Mfn1 (A), Mfn2 (B) y Tpk1 (C).

Control (C, n=14), alcohol crénico (CA, n=9), dieta deficiente en tiamina y piritiamina durante 12 dfas (TDD, n=9) y CA combinado con TDD (CA+TDD, n=10). La
significacion estadistica se evalué mediante pruebas no parameétricas (Kruskal-Wallis) y comparaciones post-hoc (correcciéon de Bonferroni). No se observaron
diferencias significativas en la expresion de Mfn1, Mfn2 y Tpk1 entre los grupos analizados.

Homeostasis mitocondrial y metabolismo

de la tiamina

Ademads, se analizaron los niveles de expresion génica de
Ml y Mfn2, proteinas cruciales implicadas en la salud y
homeostasis mitocondrial (Figura 4). De manera intere-
sante, la expresion de Mfnl tendié a disminuir en el grupo
TDD (efecto no significativo), mientras que su expresion
en el resto de los grupos experimentales fue similar (Figura
4A). Del mismo modo, los niveles mas bajos de expresion
de Mfn2 se encontraron en el grupo TDD (efecto no signifi-
cativo), siendo su expresion similar en el resto de los grupos
experimentales (Figura 4B).

Finalmente, se midieron los niveles de expresiéon génica
de Tpkl, que codifica la enzima implicada en la conversion
de la tiamina a su forma activa (Figura 4C). Sus niveles
de expresion no difirieron entre los grupos experimentales,
aunque los niveles mas bajos de Tpk! (no significativos) se
encontraron en el grupo TDD (Figura 4C).

Discusion
La WE es una afecciéon neuroloégica mayor causada por
TD, siendo el AUD el principal factor de riesgo (Eva et al.,
2023; Oscar-Berman y Maleki, 2019). Ademas, el WKS
puede desarrollarse con frecuencia en aquellos pacientes
con WE que no reciben terapia sustitutiva con tiamina. Sus
efectos graves, incluida la amnesia y los trastornos psiquia-
tricos, impactan de manera significativa en la calidad de
vida de estos pacientes (Kohnke y Meek, 2021; Oscar-Ber-
man y Maleki, 2019). En este estudio, se analizé la firma
de expresion génica de un conjunto de genes candidatos
implicados en la neuroinflamacién, la disfuncién mitocon-
drial y el metabolismo de la tiamina en tres modelos ani-
males que potencialmente inducen WE (CA, CA+TDD

y TDD) para caracterizar la contribucién del alcohol y la
deficiencia nutricional de tiamina a esta afeccion, especifi-
camente en el hipocampo. Nuestros hallazgos indican una
expresion génica diferencial del eje PITN-MDK-PTPRZ
en el grupo que recibi6 la dieta con déficit de tiamina sin
contribucién significativa de los grupos con alcohol (CA y
CA+TDD).

PTPRZ es el receptor principal de PTN y MDK en el
SNC, donde se encuentra ampliamente expresado. PTN y
MDK son dos factores neurotréficos implicados en la regu-
laciéon de los mecanismos neuroinflamatorios subyacentes
a distintas afecciones neurolégicas (Herradon et al., 2019).
Piprz se encontré regulado a la baja en el hipocampo del
grupo TDD; sin embargo, esta disminucién no se observo
en los grupos experimentales expuestos a alcohol crénico
(36 semanas) sin o con dieta con déficit de tiamina (CA
y CA+TDD, respectivamente). En este sentido, resultados
previos de nuestro grupo mostraron ausencia de cambios
en la expresion de Piprz en la CPTF del ratén tras una ex-
posicion aguda a etanol (Rodriguez-Zapata et al., 2023).
Por lo tanto, nuestros datos sugieren que la regulacién a
la baja de Plprz podria ser especifica de la dieta con déficit
de tiamina y no verse afectada por la exposicion cronica al
alcohol, como se observa en los grupos CA y CA+TDD.
No obstante, se necesitan mas estudios para confirmar que
la expresion de Piprz no se modifica por el consumo crénico
de alcohol. De manera interesante, los ratones knockout
para Plprz muestran alteraciones en el comportamiento so-
cial y agresividad sugestivas de algunos sintomas positivos
de la esquizofrenia (también presentes en pacientes con
WKS), asi como niveles elevados de dopamina en la CPE
amigdala e hipocampo (Cressant et al., 2017).

De forma llamativa, la dieta con déficit de tiamina in-
dujo una disminucién significativa en la expresion de P,
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mientras que no se observaron diferencias significativas en
Mdk entre los grupos analizados. Esto es interesante porque
PTN y MDK son los tinicos miembros de esta familia de ci-
toquinas, y se solapan ampliamente en estructura y funcién
(Herradon et al., 2005; Herradén y Pérez-Garcia, 2014).
Sin embargo, los datos presentados aqui sugieren un papel
mas prominente de PTN en situaciones de deficiencia de
tiamina. Ademas, PTIN y MDK se han encontrado regula-
dos al alza en diversas patologias con un componente neu-
roinflamatorio (Herradon et al., 2019). En relacién con el
consumo de alcohol, la expresion de Pin se regul6 al alza en
la CPF del raton tras una administraciéon aguda de etanol
(Vicente-Rodriguez et al., 2014); sin embargo, tras un mo-
delo de acceso intermitente al etanol durante 4 semanas en
la adolescencia, no observamos cambios significativos en la
expresion de Pin en el hipocampo del ratén (Galan-Llario
et al., 2024). Ademas, PTN parece desempefiar un papel
protector frente a la pérdida neuronal dopaminérgica en
diferentes contextos patolégicos (Gombash et al.,, 2012;
Gramage et al., 2010). En respuesta a una agresién toxica,
como administraciones de anfetamina, los ratones knoc-
kout para Pin mostraron una intensificaciéon de la neuro-
toxicidad dopaminérgica en la via nigroestriatal (Gramage
et al., 2010), mientras que la sobreexpresiéon de Pin mostrd
efectos neurotréficos protectores en modelos de roedores
de la enfermedad de Parkinson (Gombash et al., 2012). To-
mando conjuntamente la regulacién a la baja de Pin'y Piprz
en ratas con dieta con déficit de tiamina, resulta tentador
hipotetizar que los déficits en esta via neurotréfica podrian
estar implicados en la gravedad del dafio cerebral causado
por la dieta con déficit de tiamina.

La neuroinflamacién es uno de los principales meca-
nismos patogénicos subyacentes al dafio cerebral en WE
(Cassiano et al., 2022; Eva et al., 2023; Toledo Nunes et
al., 2019; Zahr et al., 2014; Zhao et al., 2014). Por lo tan-
to, se evalu6 el patron de expresion génica de Tir4, Cel2'y
Hmgb1 en los modelos animales de consumo de CA 'y TD
analizados en este estudio. Diferentes estudios avalan el
papel de la respuesta inmunitaria TLR4 en la neuroinfla-
macién observada en WE, particularmente en las areas
corticales y cerebelosas (Moya et al., 2022a; Moya et al.,
2021). Por ejemplo, tanto los niveles proteicos de TLR4
como de HMGBI se encontraron regulados al alza en la
CPF tras 12 dias de TDD, mientras que las alteraciones
de esta via en el cerebelo fueron mas evidentes tras 16
dias de TDD (Moya et al., 2021). En el presente estudio,
no encontramos alteraciones significativas en la expresion
de estas moléculas proinflamatorias en el hipocampo tras
12 dias de TDD, lo que sugiere que el pico de neuroinfla-
macién en esta estructura podria estar ocurriendo en un
momento diferente, de acuerdo con las distintas vulnera-
bilidades regionales del cerebro a la deficiencia de tiami-
na a lo largo del tiempo (Moya et al., 2021). No obstante,
el andlisis transcriptomico de un modelo ex viwvo de TD

(cultivo organotipico de rodaja hipocampal) no mostrd
alteraciones en T4, Ccl2 o Hmgb1 entre 90 genes diferen-
cialmente expresados, incluyendo las vias de sefalizacién
TNF y FoxO (Cassiano et al., 2022), en concordancia con
los datos del presente estudio.

Ademas, se determiné la expresion génica de Mfnl y
Mfn2. La regulaciéon de la dindmica mitocondrial es crucial
para la homeostasis del calcio y la energia en las neuro-
nas (McCoy y Cookson, 2012; van Horssen et al., 2019),
siendo MFN1 y MFN2 esenciales para la fusion mitocon-
drial (van Horssen et al., 2019; Wai y Langer, 2016). Tanto
Mfnl como Mfn2 tendieron a disminuir en el grupo TDD
(no significativo), mientras que su expresion en el resto de
los grupos experimentales fue muy similar al grupo con-
trol. Curiosamente, se ha encontrado que los niveles de
Mfn2 disminuyen en el hipocampo de ratones sometidos al
procedimiento de drinking in the dark (Mira et al., 2020).
Ademas, los ratones knockout inducibles para Mfn2 mos-
traron neurodegeneraciéon mediada por estrés oxidativo
y neuroinflamacién en hipocampo y corteza (Han et al.,
2020). Por tanto, se necesitan mas estudios para confirmar
una postble disminucién en la expresion de Mfr2 en TD y
su posible valor como marcador temprano de disfuncién
mitocondrial.

Finalmente, analizamos 7pk!, una proteina crucial en el
metabolismo de la tiamina que codifica la enzima implica-
da en la conversién de la tiamina a su forma activa (Jhala
y Hazell, 2011; Zhao et al., 2014). Los bajos niveles de ex-
presion de 7pkl en el cerebro, en comparacién con otros
tejidos, parecen contribuir a la vulnerabilidad cerebral a la
deficiencia de tiamina (Xia et al., 2024). En este sentido,
no encontramos diferencias en los niveles de expresion de
Tpk1, lo que sugiere que el metabolismo de la tiamina en el
hipocampo puede no ser crucial en estos modelos de WE.

Tomando todos los resultados en conjunto, este estudio
muestra un papel prominente del modelo TDD f{rente al
modelo de consumo croénico de alcohol, ya que cualquier
alteracion encontrada en este estudio estuvo presente en el
grupo TDD. De manera similar, otros autores observaron
un papel fundamental de la TD en la expresién de marca-
dores neuroinflamatorios en comparacién con modelos de
alcohol croénico, donde los marcadores inflamatorios mos-
traron solo modificaciones menores (Toledo Nunes et al.,
2019). De forma similar, en cuanto a parametros de dafio
y correlatos conductuales como la desinhibicién, observa-
mos previamente que los cambios en el grupo CA+TDD
dependian en gran medida del TDD (Moya et al., 2022b),
confirmando el mayor potencial de dafio de este modelo.

En cuanto a los correlatos conductuales, los animales
del grupo TDD no mostraron una afectacion significativa
de la memoria, aunque pudo observarse una tendencia en
el test de reconocimiento de objetos novedosos (NOR), ya
que algunos animales TDD mostraron mayores latencias
para explorar el objeto novedoso y una ligera disminucion
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en el indice de discriminacién (Moya et al., 2022b). En el
presente estudio, también examinamos la posible correla-
ci6én entre dos parametros del test NOR (latencia al objeto
novedoso e indice de discriminacién). Nuestro analisis no
encontré una asociacion significativa entre los niveles de
expresion de Pin 'y Piprz y estos resultados del test NOR
(datos no mostrados). Por tanto, las disminuciones signifi-
cativas en la expresion de Pin y Piprz observadas en el hipo-
campo del grupo TDD podrian estar relacionadas con un
paso inicial del dafio hipocampal, en el cual las funciones
de memoria y motoras no estan significativamente com-
prometidas.

Somos conscientes de algunas limitaciones del estudio,
como la inclusiéon de un grupo control combinado (con y
sin suplementacién de tiamina) y los cambios modestos ob-
servados en la expresion de ciertos genes candidatos (Pin
y Pirz) en el grupo TDD. Ademas, en los animales del
presente estudio observamos una tendencia hacia la dis-
minucién de los niveles plasmaticos de tiamina en todos
los animales CA (Moya et al., 2022b) aunque no se analiz6
la forma activa (TDP). En este sentido, otros autores han
informado disminuciones significativas en los niveles de di-
fosfato de tiamina (TDP), la forma activa de la tiamina, en
globulos rojos de animales sometidos a protocolos simila-
res de CA y TDD, como medida objetiva de deficiencia
de tiamina (Toledo Nunes et al., 2019). Finalmente, solo
incluimos machos en este estudio, lo cual es una limitaciéon
importante. Hasta donde sabemos, las hembras no se han
estudiado con estos protocolos animales. Considerando la
brecha actual en investigaciéon biomédica respecto a los
efectos en hembras y dado el creciente cuerpo de cono-
cimiento sobre las diferencias sexuales en el impacto bio-
légico del CA en pardmetros cerebrales, incluida la neu-
roinflamacién, es urgente completar estas investigaciones
utilizando hembras para analisis comparativos. A pesar de
estas limitaciones, estos hallazgos preliminares sobre el eje
PTN/PTPRZ podrian proporcionar datos novedosos so-
bre los pasos iniciales del dafo cerebral causado por una
dieta con déficit de tiamina.

Los datos sugieren que un déficit general de la via neuro-
troéfica PTIN/PTPRZ, junto con posibles alteraciones en la
dinamica mitocondrial, podrian ser eventos que preceden
la sintomatologia grave de una etapa avanzada en WE. Se
necesitan mas experimentos para confirmar esta hipétesis,
lo que podria conducir al desarrollo de nuevas terapias
para prevenir afectaciones necurolégicas y la progresion
de la enfermedad. En este sentido, se ha desarrollado re-
cientemente una pequeia molécula permeable a la BHE,
llamada MY'10, que imita muchas de las acciones de PTN
en el SNC, como la reduccién del consumo de alcohol en
diferentes modelos de roedores (Calleja-Conde et al., 2020;
Fernandez-Calle et al., 2018; Galan-Llario, Rodriguez-Za-
pata, Fontan-Baselga, et al., 2023).

Conclusion

Nuestros hallazgos indican un perfil diferencial de expre-
si6n génica del eje PIN-MDK-PTPRZ en el hipocampo
de ratas que recibieron una dieta con déficit de tiamina y
piritiamina durante 12 dias, pero no en el resto de los mo-
delos de WE analizados (CA y CA+TDD). Los datos su-
gieren que los déficits de la via neurotréfica PITN/PTPRZ
pueden preceder a las etapas mas graves y avanzadas de la
WE. Estudios adicionales que diluciden los roles de PTN y
su receptor en WE podrian abrir nuevas vias terapéuticas
para prevenir el desarrollo y progresiéon del WKS.
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Informacién suplementaria

Tabla suplementaria 1

Lista de cebadores utilizados para el andlisis de expresién génica mediante PCR
cuantitativa en tiempo real

Gen Cebador directo/inverso T,(°C)

Ptn 5-TTGGGGAGAATGTGACCTCAATAC-3' 60
5-TCTCCTGTTTCTTGCCTTCCTTT-3'

Ptorz 5'-ACCACCAACACCCATCTTTCC-3 60
P 5-CAGCTCTGCACTTCCTGGTAAA-3'

Mdk 5'-CCCGTGAGCGAGATGCAG-3' 60
5-CAGGTCCACTCCGAACACTC-3'

Hmeb1 5'-TACAGAGCGGAGAGAGTGAGG-3' 60
& 5-GACATTTTGCCTCTCGGCTT-3'

Mfn1 5'-CTGGGACGGAATGAGTGACC-3' 60
5'-CATGTGAGGGGCCCAATCTT-3'

Mfn2 5-AGAGGCGATTTGAGGAGTGC-3' 60
5'-CGCTCTTCCCGCATTTCAAG-3'

_— 5.CCCGCTATGGAGCATGTCTT-3' -
p 5 GCTTTTCTCCAAAGATGCCGA-3'

ca? 5-AGATCTGTGCTGACCCCAAT-3' 60
5'-GGTGCTGAAGTCCTTAGGGT-3'

Tira 5'-GATCTGAGCTTCAACCCCCTG-3' 60
5'-GTACCAAGGTTGAGAGCTGGT-3'

Rol13 5'-GAGGCGAAACAAATCCACGG-3 60
P 5-GTTAGCTGCGTGGCCAATTT-3'

B2m 5'-GAGCCCAAAACCGTCACCT-3' 60
5'-GAAGATGGTGTGCTCATTGC-3'

Nota. Ptn, Pleitrofina; Ptprz, Receptor de proteina tirosina fosfatasa tipo Z1; Mdk, Midquina; Hmgb1,
Caja de alta movilidad grupo 1; Mfn1, Mitofusina 1; Mfn2, Mitofusina 2; Tpk1, Tiamina pirofosfocinasa
1; Ccl2, Ligando de quimiocina con motivo C-C 2; TIr4, Receptor tipo Toll 4; Rpl13, Proteina ribosomal
L13;y B2m, Beta-2 microglobulina. Ta, temperatura de alineamiento.

Los cebadores fueron disefiados utilizando la herramienta en linea Primer-BLAST, NIH (https://www.
ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast).
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