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RESUMEN

El alcohol es la droga de abuso mas consumida en el mundo, estimandose que un 5 %
de las muertes totales a nivel global estan ligadas directa o indirectamente al consumo de
esta sustancia adictiva, lo que genera un elevado coste socioecondémico y supone una
importante amenaza para los sistemas de salud publica. Los perfiles de consumo difieren
en funcion de diversos aspectos, como la cultura social, el estatus econdmico, el sexo y la
edad. El consumo tipo binge drinking, que se define como un consumo abusivo y excesivo
de alcohol en un periodo corto de tiempo, es el mas practicado por adolescentes y jovenes
adultos, edades altamente susceptibles a los efectos perjudiciales del consumo de alcohol.
Es especialmente preocupante que las consecuencias inducidas por el consumo de alcohol

en estas etapas tempranas de la vida se pueden perpetuar en la edad adulta y la vejez.

El etanol (EtOH) es el componente psicoactivo presente en las bebidas alcohélicas y el
causante de las alteraciones derivadas de su consumo. El sistema nervioso central es muy
vulnerable a los efectos ejercidos por esta droga y, en particular, las funciones cognitivas
se ven gravemente afectadas. En el cerebro, el hipocampo, area fundamental para el
procesamiento de la funcion cognitiva de memoria, es una de las regiones mas sensibles
al dafo por EtOH. La memoria de reconocimiento es un tipo de memoria explicita que se
encarga de la distincion de objetos, experiencias o conceptos novedosos en comparacion
con los previamente experimentados y resulta de vital importancia para el procesamiento
y la actualizacién de la informacion del entorno. Numerosos estudios han comprobado
que distintos modelos de consumo de EtOH tipo binge inducen fallos en el desempefio de

pruebas conductuales de memoria de reconocimiento.

Son diversos los mecanismos por los cuales el EtOH es capaz de generar dafio cerebral,
el cual finalmente se traduce en defectos en la memoria de reconocimiento. En primer
lugar, de los sistemas de neurotransmisién implicados en la memoria, el sistema
glutamatérgico resulta de especial interés debido a su fundamental implicacién en la
potenciacién y depresion a largo plazo, mecanismos subyacentes a los procesos
hipocampales. El EtOH puede interactuar directamente con receptores glutamatérgicos,
modificando su actividad cinética, expresion y presencia en la membrana neuronal. Los
desequilibrios provocados en la actividad del sistema glutamatérgico afectaran

directamente al desempeiio de la funcién de memoria de reconocimiento de objeto. Por
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otro lado, el EtOH, asi como su propio metabolismo, induce la generacién de especies
reactivas de oxigeno, radicales libres que pueden alterar la estructura celular de las
neuronas mediante la interaccion con los componentes de la membrana plasmatica y, por
tanto, la transmision eléctrica de las sinapsis. La presencia de especies reactivas de oxigeno
puede regular la neurogénesis hipocampal adulta. En el cerebro adulto, la proliferacion
neuronal se puede poner en marcha en respuesta a procesos patoldgicos o de dafo
cerebral como mecanismo de defensa y reparacion. Se sabe que el EtOH, en distintos
patrones de consumo, disminuye la tasa de proliferacion neuronal y afecta a la
supervivencia de células de nueva generacion, impactando directamente en los circuitos

hipocampales.

El 3,3’-diindolilmetano (DIM) se ha estudiado ampliamente en multitud de tipos de
cancer por sus propiedades antiproliferativas y antimetastasicas sobre células malignas.
Mas recientemente, se ha demostrado que DIM posee una naturaleza neuroprotectora en
condiciones de dafio cerebral. Dado que los mecanismos neuroprotectores de DIM
pueden interferir con los procesos patologicos disparados por la exposicién a EtOH,
establecimos la hipdtesis de que el tratamiento con DIM es capaz de prevenir el déficit de
memoria de reconocimiento de objeto inducido por la exposicion a EtOH mediante un
paradigma tipo binge. Esta prevencion se conseguiria gracias a la modulaciéon de las
alteraciones observadas en distintos aspectos que pueden intervenir en el funcionamiento

del hipocampo.

Trabajamos con un modelo de binge de EtOH en el que los ratones son sometidos a
cuatro sesiones de administracion intraperitoneal de EtOH. Nuestros resultados
muestran que el tratamiento con cuatro dosis de DIM (50 mg/kg, via intraperitoneal)
previene el déficit de memoria de reconocimiento de objeto inducido por la
administracion de EtOH tipo binge a 20 h tras la Gltima exposicion, efecto que desaparece
7 dias mas tarde. En base a esto, se procedid a analizar los distintos parametros
susceptibles de alteracion por la exposicion a EtOH que pudieran estar relacionados con

el efecto neuroprotector de DIM.

El binge de EtOH produce un desequilibrio en la expresion del receptor glutamatérgico
NMDA hipocampal, debido a un incremento de la expresion de la subunidad GluN2A.
Por su parte, el tratamiento con DIM previene este aumento y devuelve la relacion entre

las subunidades GluN2A/GIuN2B a niveles similares a aquellos en animales control.

_6-
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Ademas, DIM aumenta la expresion del transportador astrocitico de glutamato EAAT2
en los animales expuestos a EtOH. Por ultimo, el binge de EtOH provoca un aumento de
la insercion del receptor AMPA en la membrana neuronal del hipocampo, efecto que no

es modulado por DIM.

En cuanto a los procesos de proliferacion hipocampal adulta, el binge de EtOH evita la
maduraciéon de neuronas de nueva generacion, que expresan el marcador NeuN, ya que
observamos una disminucion del numero de neuronas maduras nuevas tras la exposicion
al protocolo de binge de EtOH, efecto que no es modificado por DIM. Sin embargo, el
tratamiento con DIM si facilita la supervivencia de neuronas inmaduras que entran en
ciclo de division y diferenciaciéon como respuesta a las sucesivas sesiones de binge. Los
efectos de DIM sobre la supervivencia de neuronas jovenes no parecen estar relacionados
con la senalizaciéon por la via de BDNF, una de las rutas principales reguladoras de
proliferacion y supervivencia celular. Por otra parte, el binge de EtOH también induce un
aumento de la microglia activada de nueva generacion, proceso ante el que DIM tampoco
interviene, mientras que no se observan cambios en los eventos de astrogénesis debidos a

ninguno de los dos tratamientos.

Por ultimo, se estudi¢ la actividad de las metaloproteasas de matriz MMP-2 y MMP-
9, encargadas de la remodelacion de la matriz celular necesaria para los eventos plasticos
de memoria. La actividad de MMP-9 sufre un aumento por la exposicion a EtOH, lo cual
se puede relacionar con el déficit de memoria de reconocimiento. A su vez, el tratamiento
con DIM previene esta alteracion, lo que podria estar asociado a la proteccion de la
memoria. Finalmente, se examind el nivel de expresién de una serie de enzimas de
defensas antioxidantes, en las cuales no se observé ningtn tipo de modulaciéon por parte

de DIM.

En definitiva, nuestros resultados indican que la prevencion del déficit de memoria de
reconocimiento producido por el consumo de EtOH que se observa tras el tratamiento
con DIM se puede asociar a la modulaciéon de los cambios inducidos por el binge de EtOH
en componentes del sistema de neurotransmision glutamatérgica y a la preservacion del

numero de neuronas inmaduras de nueva generacion.






ABSTRACT

Alcohol is the most widely consumed drug of abuse worldwide, with an estimated 5 %
of all deaths globally being directly or indirectly linked to the use of this addictive
substance, generating a high socioeconomic cost and posing a major threat to public
health systems. Consumption profiles differ according to various aspects, such as social
culture, economic status, sex and age. Binge drinking, which is defined as an abusive and
excessive alcohol consumption in a short period of time, is most commonly practiced by
adolescents and young adults, ages that are highly susceptible to the harmful effects of
alcohol consumption. Of particular concern is the fact that the consequences induced by
alcohol consumption in these early stages of life can be perpetuated into adulthood and

old age.

Ethanol (EtOH) is the psychoactive component of alcoholic beverages and the cause
of the alterations resulting from its consumption. The central nervous system is very
vulnerable to the effects exerted by this drug and, in particular, cognitive functions are
severely affected. In the brain, the hippocampus, a fundamental area for the processing of
the cognitive function of memory, is one of the most sensitive regions to EtOH damage.
Recognition memory is a type of explicit memory that is responsible for distinguishing
novel objects, experiences or concepts from those previously experienced and is of vital
importance for processing and updating information from the environment. Numerous
studies have shown that different binge-like EtOH consumption patterns induce failures

in the performance of behavioral tests of recognition memory.

There are several mechanisms by which EtOH is able to generate brain damage, which
ultimately results in defects in recognition memory. First, among the neurotransmitter
systems involved in memory, the glutamatergic system is of special interest because of its
fundamental involvement in long-term potentiation and depression, mechanisms
underlying hippocampal processes. EtOH can interact directly with glutamatergic
receptors, modifying their kinetic activity, expression and presence in the neuronal
membrane. Imbalances caused in the activity of the glutamatergic system will directly
affect the performance of object recognition memory function. On the other hand, EtOH,
as well as its own metabolism, induces the generation of reactive oxygen species, free

radicals that can alter the cellular structure of neurons through interaction with plasma
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membrane components and, therefore, the electrical transmission of synapses. The
presence of reactive oxygen species may regulate adult hippocampal neurogenesis. In the
adult brain, neuronal proliferation may be triggered in response to pathological processes
or brain damage as a defense and repair mechanism. EtOH, in different consumption
patterns, is known to decrease the rate of neuronal proliferation and affect the survival of

newly generated cells, directly impacting hippocampal circuitry.

3,3'-diindolylmethane (DIM) has been extensively studied in a multitude of cancers
because of its antiproliferative and antimetastatic properties against malignant cells. More
recently, DIM has been shown to possess a neuroprotective nature under conditions of
brain damage. Given that the neuroprotective strategies of DIM can interfere with the
pathological processes triggered by EtOH exposure, we hypothesized that DIM treatment
is able to prevent the object recognition memory deficit induced by EtOH exposure
following a binge-like paradigm. This prevention is achieved by the modulation of the

alterations observed in different aspects involved in hippocampal functioning.

We worked with a binge model in which mice are subjected to four intraperitoneal
EtOH administration sessions. Our results show that treatment with four doses of DIM
(50 mg/kg, intraperitoneal injection) prevents the object recognition memory deficit
induced by EtOH binge administration 20 h after the last exposure, an effect that
disappears 7 days later. On this basis, we proceeded to analyze the different parameters
susceptible to alteration by EtOH exposure that are related to the neuroprotective effect

of DIM.

Binge EtOH produces an imbalance in the expression of the hippocampal
glutamatergic NMDA receptor, due to an increase in the expression of the GIuN2A
subunit. Treatment with DIM prevents this increase and returns the GluN2A/GIluN2B
subunit ratio to levels observed in control animals. Furthermore, DIM increases the
expression of the astrocytic glutamate transporter EAAT2 in EtOH-exposed animals.
Finally, EtOH binge causes an increase in AMPA receptor membrane trafficking in the

hippocampus neuronal membrane, an effect that is not modulated by DIM.

Regarding adult hippocampal proliferation processes, binge EtOH prevents the
maturation of newly generated neurons, expressing the NeuN marker, as we observed a

decrease in the number of new mature neurons after exposure to the EtOH binge
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protocol, effect that was not modified by DIM. However, DIM treatment does facilitate
the survival of immature neurons that enter in the division and differentiation cycle in
response to successive binge sessions. The effects of DIM on the survival of young
neurons do not appear to be related to signaling through the BDNF pathway, a major
regulatory pathway for cell proliferation and survival. On the other hand, EtOH also
induces an increase in newly-generated activated microglia, a process to which DIM does
not intervene either, while no changes in astrogenesis events due to either treatment are

observed.

Finally, the activity of the matrix metalloproteases MMP-2 and MMP-9, responsible
for the remodeling of the cellular matrix necessary for plastic memory events, was studied.
MMP-9 activity is increased by EtOH exposure, which may be related to the recognition
memory deficit. In turn, treatment with DIM prevents this alteration, which could be
associated with the protection of memory. Finally, the expression level of a series of
antioxidant defense enzymes was examined, in which no modulation by DIM was

observed.

Ultimately, our results indicate that the prevention of the EtOH induced-recognition
memory deficit observed after DIM treatment may be associated with the modulation of
binge EtOH-induced changes in components of the glutamatergic neurotransmitter

system and with the preservation of the number of newly generated immature neurons.

-11 -
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INTRODUCCION

BLOQUEI - Etanol

1. El alcohol como droga de abuso

El alcohol es la droga de abuso mas consumida en el mundo. La Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) estima que el consumo de alcohol esta implicado en una de cada veinte
muertes (5.3 %), lo que se traduce mundialmente en tres millones de defunciones anuales.
La ingesta de alcohol conlleva una reducciéon de la calidad y esperanza de vida, ya que se
ha relacionado con mas de 200 patologias distintas, pero las consecuencias del uso de esta
droga no solo afectan al individuo, sino que también tienen un impacto socioeconémico

importante, especialmente sobre los sistemas de salud'.

1.1.DATOS Y TENDENCIAS ACTUALES SOBRE EL CONSUMO DE ALCOHOL

Las estadisticas en torno a la problematica del consumo de alcohol son preocupantes.
En su ultimo informe, la OMS ha declarado que el 7.2 % de muertes prematuras
acontecidas en 2016 estaban causadas por el alcohol y que el nimero de muertes
atribuibles al consumo de alcohol es mayor que el de enfermedades como la diabetes, el
SIDA o la tuberculosis. Ademas, hay diferencias entre sexos: los hombres acaparan
alrededor del 70 % de las muertes ocasionadas por la ingesta de alcohol y mas del 80 % de
los casos de desorden por uso de alcohol diagnosticados. A pesar del conocimiento de
todos estos riesgos, el consumo de esta droga esta muy extendido y socialmente aceptado
desde hace siglos, especialmente, en las culturas occidentales, lo que, junto a su estatus de
legalidad en la mayor parte del mundo, supone uno de los mayores retos de salud publica

a los que se enfrenta la sociedad actual'.

Distintos factores perfilan las tendencias de consumo de alcohol y, con ello, la
severidad de los problemas derivados del uso de esta sustancia. El estatus econémico, las
normas socioculturales y religiosas y la existencia de politicas gubernamentales de
monitorizacion del uso de alcohol son algunos de los factores sociales que influyen en los
niveles de consumo de alcohol de un pais. De esta manera, la mayor parte de casos de
trastorno por consumo de alcohol se diagnostican en paises de renta alta. En linea con

esto, la Regioén Europea de la OMS es la que mayor tasa de consumo de alcohol per capita

-15 -
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(APC) presenta, tanto en poblacién general como en adolescente, con mas de 10 L en
algunos paises de la zona; mientras que en el otro extremo encontramos a la Region del
Mediterraneo Oriental, formada por una mayoria de paises musulmanes, cuyo APC no
supera los 2.5 L. Por otro lado, tenemos los factores individuales, entre los cuales son
relevantes la edad, el sexo, la situacion sociofamiliar y el estatus econémico. Por ejemplo,
en 2016, el APC mundial para los hombres y mujeres fue 19.4 y 7 L de alcohol puro,
respectivamente. La combinaciéon de ambos tipos de factores determinara la probabilidad

de desarrollar conductas de dependencia a alcohol2.

En cuanto a los datos en Espafa, el Observatorio Espafiol de las Drogas y las
Adicciones (OEDA) desveld en su encuesta de 2021 que, en el transcurso de los anos 2019-
2020, mas del 77 % de la poblacion general encuestada entre 15 y 64 afios afirmé haber
consumido alcohol en, al menos, una ocasion en el ultimo afio. El consumo en los ultimos
30 dias obtuvo una prevalencia del 63 %, mientras que la del consumo diario alcanzé el
8.8 %°. Curiosamente, en el tramo de edad de mayores de 64 afios, la tasa de consumo
diario de alcohol fue mas de 2 veces superior al de la poblacion general, situandose en un
19 %*. Por sexo, el consumo diario de alcohol fue practicado por un 14.2 % de los
hombres, porcentaje que cuatriplica al de mujeres (3.4 %). Ademds, también hay
diferencia en la edad de comienzo de consumo, ya que los hombres se inician a los 15.9
afios y las mujeres, a los 17.3, y en la incidencia de intoxicaciones etilicas agudas, mas
comunes en hombres’. En 2020, un 34.2 % de las admisiones a tratamiento ambulatorio
fueron por abuso o dependencia a alcohol, el cual, ademas, se encontré en un buen
numero de casos de policonsumo®. Mas atin, se define como patrén de consumo de riesgo
aquel que incremente la probabilidad de sufrir consecuencias negativas o de
comportamientos que deriven en dependencia al alcohol, los cuales son mas frecuentes
en los estratos mds jovenes, disminuyendo conforme avanza la edad. La Encuesta sobre
Alcohol y Drogas en Espafia (EDADES) del OEDA, que se lleva realizando desde 1995,
reveld en su ultimo informe que, en 2020, mas de un milléon y medio de personas practican
un patréon de consumo de alcohol de riesgo. De este millén y medio, aproximadamente
dos tercios son hombres, los cuales, ademas, también son mas proclives a desarrollar

dependencia al alcohol®.

Colocando a Espafia en el contexto continental, la Oficina Regional de Europa de la

OMS reveld, en su informe de 2019, que los paises mediterraneos (Portugal, Italia, Malta,
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Grecia, Chipre y Espafia) son los que presentan una menor tasa de consumo excesivo
episddico de alcohol (esto es, ingesta de al menos 60 g de alcohol puro en una tunica
ocasion) y menor proporcion de muertes atribuibles al alcohol, hallindose por debajo de
la media de la Unién Europea. La misma tendencia se observd para el APC (Fig. 1),
ademas de que, entre 2010 y 2016, los paises mediterraneos, a excepcion de Portugal y

junto con los ndrdicos Noruega y Suecia, mostraron un descenso en este parametro’.

APC
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Figura 1. APC en adultos (>15 aiios) en los paises de la Union Europea en 2016. Se puede observar una
clara tendencia de menor consumo de alcohol en los paises del Mediterrdneo y en los paises nérdicos,
mientras que el cinturén central de Europa muestra los niveles mas altos de ingesta de alcohol. Imagen
tomada de “Status report on alcohol consumption, harm and policy responses in 30 European countries” de
la Oficina Regional de Europa de la OMS’.

1.2.IMPACTO DEL CONSUMO DE ALCOHOL SOBRE LA SALUD

El abuso de alcohol estd asociado, como ya se ha mencionado, con el desarrollo de
numerosas patologias en multiples sistemas del organismo’. Entre ellas, en primer lugar,
encontramos el trastorno por uso de alcohol, llamado también coloquialmente
alcoholismo, enfermedad croénica caracterizada por la dependencia fisica y mental al
alcohol derivada del uso compulsivo de la droga, lo cual acarrea pérdida del control

conductual y la aparicidon de tolerancia y sintomas de abstinencia, incluyendo ansiedad,

-17 -



INTRODUCCION

insomnio, episodios depresivos o convulsiones®. Ademas, el consumo de alcohol suele
abrir el camino y acompaia frecuentemente al uso de otras drogas, lo que da lugar a
politoxicomanias (poliadiccidn o uso de sustancias multiples), con consecuencias agudas
y cronicas mas graves debido a la interaccion entre sustancias o al riesgo de sobredosis’.
Otras enfermedades importantes que destacan pueden ser la cirrosis hepatica, el sindrome
de Korsakoff, diversos tipos de cancer, enfermedades cardiovasculares o el sindrome
alcohdlico fetal, que aparece tras el consumo de alcohol durante el embarazo y deriva en
complicaciones prenatales y dafios neurolédgicos y de desarrollo irreversibles en el nifio*.
También se ha encontrado una relaciéon de causalidad entre el uso de alcohol y la
incidencia de enfermedades infecciosas y de transmision sexual. Asimismo, la morbilidad
debida a la ingesta de esta droga no solo recae en patologias clinicas, sino que también es
responsable de traumatismos debido a accidentes, especialmente de trafico, aumento de
la violencia o mayor recurrencia de suicidios'. Todo esto da cuenta del profundo impacto

que el consumo compulsivo o abusivo de alcohol genera en la sociedad actual.

1.3. PATRONES DE CONSUMO DE ALCOHOL

Al igual que ocurre con los tipos de bebidas alcohdlicas de preferencia o los niveles de
ingesta, los patrones de consumo de alcohol también varian segun la cultura o la region
geografica. La creacion de politicas de prevencion del consumo de alcohol ha llevado a la
definicion de los niveles de consumo que se consideran de riesgo o daiinos. El Instituto
Nacional sobre el Abuso del Alcohol y Alcoholismo (NIAAA) de Estados Unidos define
el consumo de bajo riesgo como 3 bebidas 0 menos en un mismo dia y menos de 7 en una
semana para mujeres o 4 bebidas o menos en un mismo dia y menos de 14 en una semana
para hombres"'. El binge drinking, o consumo intensivo o por atracén, se caracteriza por
la ingesta de grandes cantidades de alcohol en un periodo corto de tiempo y que
frecuentemente se acompana de una intoxicacion alcohdlica. El NIAAA lo define como
un patrén de consumo dafino que eleva la concentracion de alcohol en sangre a 80 mg/dL
o niveles superiores, lo cual conlleva la ingesta de 4 o 5 bebidas alcohélicas para mujeres
u hombres, respectivamente, en una ventana de tiempo de 2 h'2. Cuando se superan estos
umbrales por sexo por 2 o mas veces (es decir, en el mismo tiempo, 8 o mas bebidas para
mujeres o 10 o mas en el caso de hombres), se categoriza como binge drinking extremo.

Mas aun, si se practica binge drinking en 5 o mas ocasiones en los ultimos 30 dias, el
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consumo pasa a denominarse heavy drinking'". Por ultimo, la cronificacién del
consumo de alcohol puede precipitar la transicion entre el consumo controlado y el
desarrollo de dependencia clinica o trastorno por uso de alcohol, una patologia mental
que surge de la imposibilidad de controlar la ingesta de alcohol, incluso tras la aparicion
de sintomas o problemas. Segtin la 5* Edicion del Manual Diagndstico y Estadistico de los
Trastornos Mentales (DSM-5), este trastorno se puede definir como leve, moderado o
grave seguin una lista de criterios que evaltiian, por ejemplo, los niveles, la frecuencia o el
deseo de consumo®. Los patrones de ingesta de alcohol varian segun los grupos de edad:
los jévenes tienden a beber con menos frecuencia que los adultos pero ingieren mayores
cantidades por ocasion, lo que supone una practica de tipo binge drinking; por su parte,
los adultos suelen seguir un patrén de consumo croénico, con cantidades inferiores pero
mas regularmente. Asi pues, esto da lugar a la apariciéon de consecuencias diferentes en el

organismo®’.

1.3.1.Datos estadisticos sobre el consumo tipo binge drinking

El consumo tipo binge drinking es muy popular entre adolescentes, especialmente con
la practica del denominado “botellén”. El abuso de alcohol durante la adolescencia es
preocupante por ser un periodo clave del neurodesarrollo y porque los efectos ejercidos
por el alcohol a estas edades pueden permanecer y ser patentes a largo plazo'*. Se sabe que
el binge drinking dafia las funciones cognitivas, la respuesta motivacional y el
procesamiento de estimulos sociales y emocionales, asi como incrementa el riesgo de
sufrir trastornos mentales'>'>'¢. A través de los ultimos datos de la Encuesta sobre uso de
drogas en Ensefianzas Secundarias en Espafia (ESTUDES) de 2022, que se realiza a
adolescentes entre 14 y 18 afos, sabemos que un 27.9 % de los adolescentes afirm¢ haber
practicado binge drinking en el ultimo mes, asi como que un 23.2 % experimento alguna
borrachera en el mismo periodo. Un 53.6 % dijo haber bebido en el ultimo mes,
proporcidn que ha perdido 15 puntos desde 2014 (68.2 %). Ademas, la edad de inicio en
el consumo de alcohol se posiciona en los 14 afios para ambos sexos y es a los 15 cuando
comienzan el consumo semanal. Una tendencia interesante es la observada en la
prevalencia de consumo segun el sexo de los estudiantes, en la que se ve que, desde 1996,
las chicas entre 14 y 18 afios llevan mostrando cifras superiores a las de los chicos tanto

en consumo en los ultimos 12 meses como en los ultimos 30 dias, siendo en 2021 cuando
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se ha alcanzado una mayor diferencia entre sexos para ambos datos. También, en los
grupos de edad mas tempranos, las chicas reconocen haber sufrido una intoxicacion
etilica aguda en mayor medida que los chicos. En cuanto a la prevalencia de las
mencionadas intoxicaciones, o borracheras, casi un 12 % de los estudiantes de 14 afios
admite haberse emborrachado en el ultimo mes y este dato va incrementandose
paulatinamente hasta triplicarse para el grupo de los 18 afos (Fig. 2)". Esta subida
progresiva no se queda ahi, ya que diversos sondeos han revelado que el mayor pico de
consumo de alcohol tipo binge drinking se da sobre los 25 afios, es decir, durante la adultez
temprana. En la Encuesta Nacional sobre el Uso de Drogas y Salud de 2020 de la
Administracién de Servicios de Abuso de Sustancias y Salud Mental (SAMHSA) de
Estados Unidos, los adultos jovenes en el grupo entre 18 y 25 afios mostraron el mayor
porcentaje de binge drinking de todos los estratos de edad, con un 31.4 % y mas de 10
millones de personas, seguido de adultos de 26 en adelante'®". Con todo esto, la presente
Tesis Doctoral utiliz6 un modelo de consumo forzado que entraria en la definiciéon de
binge extremo, ya que asi se consiguen, de forma controlada, concentraciones plasmaticas
de alcohol mas elevadas, emulando el tipo de consumo mas habitual entre los jovenes

adultos.
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Figura 2. Prevalencia, en porcentaje, del consumo tipo binge drinking en los ltimos 30 dias segiin sexo
y edad entre los estudiantes de Ensefanzas Secundarias de Espaiia en 2021. Imagen tomada de la
encuesta “ESTUDES” del OEDA de 2022".
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2. Etanol

El etanol (EtOH), también denominado alcohol etilico, es la sustancia responsable de
los efectos psicoactivos y adictivos del alcohol. Una bebida alcohélica, por tanto, es aquella
que tiene como ingrediente principal el EtOH. Existen dos grandes grupos de bebidas
alcohdlicas: las fermentadas, como la cerveza o el vino, procedentes de frutas y cereales; y
las destiladas, como los licores, con una proporcién mayor de EtOH. Por ley, los envases
de bebidas alcohdlicas deben indicar en su etiquetado la graduacién alcohélica, es decir,
el porcentaje de volumen de EtOH puro en el producto. No obstante, en el ambito
sanitario es mas indicativo expresar los gramos de EtOH absoluto consumidos, el cual se
obtiene a partir de la relacion entre el volumen de bebida ingerida, la graduacion

alcoholica y la densidad del EtOH™

2.1. ABSORCION, DISTRIBUCION Y METABOLISMO DEL ETANOL

Por via oral, el EtOH contenido en las bebidas alcohdlicas llega hasta la sangre a través
del lumen del tracto gastrointestinal. El EtOH es capaz de atravesar las membranas
celulares y por difusion pasiva llega al torrente sanguineo atravesando capilares. La mayor
parte del EtOH se absorbe en el intestino con lo que la tasa de vaciado gastrico es
determinante en la tasa de absorcion del EtOH, la cual se vera afectada por factores como
la presencia de alimentos en el estdmago, la acidez del jugo gastrico o el tratamiento con
farmacos que modifiquen parametros como la motilidad gastrointestinal. Es importante
tener en cuenta que el EtOH sufre un fuerte metabolismo de primer paso en la mucosa
gastrica, pero, aun asi, se alcanza el equilibro en la sangre de manera muy rapida, en la
que se detecta tan solo 5 min después de la ingesta y alcanza concentraciones maximas

entre los 30 y 90 min®**,

En su transporte por el torrente sanguineo, el EEOH no se une a proteinas plasmaticas,
lo que facilita su difusién a otros 6rganos. Ademas, gracias a su hidrosolubilidad y al
pequeno tamano de su molécula, el EtOH atraviesa la barrera hematoenceflica, asi como
la placentaria. Con todo esto, y dada su alta vascularizacion, el sistema nervioso central
(SNC) es de las regiones que mas rapidamente sufre las acciones de la exposicion a EtOH,
las cuales se describirdn en mas detalle en secciones posteriores. Otros drganos en los que
los efectos del EtOH no tardan en aparecer son el higado, el corazén y los rifiones™.

Ademas, el higado tiene un papel prominente en el metabolismo del EtOH, ya que
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alrededor del 90 % de la degradacion de esta sustancia se produce por oxidacion hepatica.
Existen otras vias de degradacion del EtOH por metabolismo no oxidativo, de aportacion
minoritaria, que incluyen la glucuronidacidn, sulfatacién y formacion de ésteres etilicos
de acidos grasos®. Los metabolitos generados en estas rutas se relacionan con el dafio

mitocondrial inducido por la exposicion a EtOH*.

El metabolismo oxidativo hepatico da lugar a la degradacion del EtOH a acetaldehido,
ademas de la reduccion de NAD* en NADH como subproducto. Hay tres enzimas que
pueden catalizar esta reaccion, siendo la principal la alcohol deshidrogenasa. Se trata de
una enzima que se expresa de manera predominante en los hepatocitos, aunque también
cuenta con una forma gastrica cuya relevancia metabdlica es menor. La alcohol
deshidrogenasa esta formada por 7 subunidades cuyo ensamblaje puede dar lugar a 5
isoformas, de las cuales la 1 y la 2 contribuyen mayormente a la metabolizacion del
EtOH?. Las variantes alélicas de los genes que codifican estas isoformas pueden alterar
las propiedades cinéticas de la enzima, influyendo asi en el metabolismo del EtOH vy, con

ello, en las repercusiones de su consumo®.

El paso de EtOH a acetaldehido puede también estar dirigido por el sistema
microsomal de oxidacion del EtOH, que involucra a la familia de los citocromos P450,
especialmente al CYP2E1*. Esta ruta es responsable de aproximadamente el 10 % de la
oxidacién del EtOH pero cobra especial relevancia en situaciones de altas concentraciones
de EtOH y tras el consumo crdnico en personas dependientes, ya que, en este contexto, el
citocromo CYP2EI puede aumentar notablemente su expresion. Este sistema utiliza
NADPH vy oxigeno para el catabolismo del EtOH en acetaldehido, lo cual genera gran
cantidad de especies reactivas de oxigeno (ROS), como por ejemplo, perdxido de
hidrégeno, anién superdxido o radicales hidroxilo, claves en la fisiopatologia del
EtOH**¥. Otra caracteristica importante de este sistema es que el EtOH impide la
degradacién del CYP2EIL, con lo que influye en su propio metabolismo y este es un
mecanismo que se cree implicado en el desarrollo de la tolerancia a EtOH observada en
pacientes cronicos. Por ultimo, la tercera enzima responsable del metabolismo del EtOH
a acetaldehido seria la catalasa peroxisomal, cuyo rol en el hepatocito es mucho menor
que el de la dos anteriores. Sin embargo, en el cerebro, donde la alcohol deshidrogenasa
no es muy activa, la catalasa adquiere mayor relevancia, estando incluso asociada a la

generacion del refuerzo positivo del EtOH*.
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El acetaldehido es un compuesto altamente toxico, por lo que rapidamente se procesa
en la mitocondria de nuevo por oxidacion dando lugar a acetato, reaccion catalizada por
la enzima aldehido deshidrogenasa®. Esta enzima también presenta varias isoformas que
se ubican en distintos compartimentos celulares y cuya diversidad genotipica influye en
el metabolismo del EtOH. La variante genética mas conocida es ALDH2*2, comun en
personas de ascendencia asiatica oriental y causante del efecto conocido como rubor
asiatico (enrojecimiento de la piel tras el consumo de alcohol). Esta variante de la
isoforma 2 posee un grado de actividad muy bajo, de manera que no se produce el paso
de acetaldehido a acetato. Consecuentemente, el acetaldehido incrementa su
concentracion en sangre, originando una reaccion aversiva consistente en enrojecimiento
dérmico, nauseas y taquicardia. Esta reaccién se conoce como efecto antabus, por el
nombre comercial del farmaco disulfiram, aprobado para el tratamiento de la
dependencia a EtOH y cuyo mecanismo de accion se asemeja al de esta variante genética.
Finalmente, el acetato generado puede reciclarse en sustratos para otros procesos

metabdlicos, siendo el mads relevante la acetil coenzima A!>*428,

2.2. EFECTOS DEL ETANOL SOBRE EL ORGANISMO

El EtOH ejerce efectos toxicos sobre la mayoria de sistemas del organismo y, de entre
ellos, las alteraciones en el SNC son las mas notables. Para perfilar las multiples dianas del
EtOH en el organismo, enumeraremos algunos de los efectos sistémicos y, a continuacion,

entraremos en mds detalle en las acciones del EtOH en el SNC.

2.2.1.Efectos sistémicos

El EtOH reduce los niveles de glucosa en sangre por inhibicién de la gluconeogénesis,
como consecuencia de su metabolismo hepatico, lo que reduce la ratio piruvato/lactato®.
En el sistema hormonal, el EtOH inhibe la liberacién de vasopresina, perdiéndose su
efecto antidiurético, lo que, unido a la induccién del vomito, favorece la deshidratacion®.
Ademis, la produccion y el metabolismo de hormonas sexuales también se ve alterado, lo
que genera problemas de fertilidad. El aumento de estrédgenos y la disminucién de
testosterona en el hombre derivados del consumo de EtOH produce una reduccion de la
calidad del esperma y disfuncion eréctil y eyaculatoria®*. El sistema cardiovascular

también es una diana importante del EtOH y sus efectos varian segun el tipo de consumo.
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En consumo agudo se puede observar una vasodilatacion importante por la inducciéon de
la enzima 6xido nitrico sintasa, mientras que el uso crénico de EtOH causa hipertension
y aumento de la concentracidon de colesterol LDL, lo que acenttia el dafio al musculo
cardiaco y el desarrollo de cardiomiopatias. Los episodios de heavy drinking se han
relacionado con la apariciéon de arritmias temporales, asociadas al aumento de la
dispersion del intervalo QT**. Los trastornos por uso de EtOH duplican la probabilidad
de sufrir diversos tipos de cancer, como de cabeza y cuello, esofagal o mama®. El sistema
gastrointestinal presenta numerosas patologias relacionadas con la exposicion a EtOH,
como hemorragias y tlceras gastricas, pancreatitis, hepatopatia alcohdlica (higado graso)
o cirrosis®*. El EtOH produce, por ejemplo, una hiperactivacién de los mastocitos
gastricos, generando un microambiente proinflamatorio”. Asi mismo numerosas
evidencias relacionan el consumo de EtOH vy la alteracion de la microbiota intestinal®**.
Mas aun, el uso de EtOH puede agravar o empeorar el curso de enfermedades
preexistentes, como la diabetes, la hepatitis o el SIDA'**. Las enfermedades infecciosas,
ademads, se pueden ver agravadas por la disfuncién del sistema inmune inducida por el
EtOH, dado que puede disminuir los sistemas de produccién de células sanguineas o
linfaticas, incluyendo leucocitos y plaquetas. Esto, por tanto, propicia la apariciéon de

infecciones oportunistas*'.

2.2.2.Efectos en el sistema nervioso central

El EtOH se considera un depresor nervioso, mayormente por sus efectos sobre la
neurotransmisiéon GABA¢érgica, pero sus acciones muestran una naturaleza bifasica*’. En
los primeros momentos de la intoxicacién, cuando la concentraciéon de EtOH en sangre
aun no alcanza la definicion de binge drinking (es decir, por debajo de 80 mg/dL), el EEOH
se comporta como un estimulador nervioso, de manera que ejerce efectos ansioliticos,
favorece la desinhibicion y espontaneidad e incrementa los sentimientos de sociabilidad
y euforia. Posteriormente, comienzan a aparecer signos de disminucién del control motor
fino y las funciones cognitivas, como la capacidad de concentracion, empiezan a declinar.
El aumento de las concentraciones plasmaticas de EtOH por encima del umbral de binge
drinking (>100 mg/dL) se revela con un manifiesto dafio en las habilidades cognitivas y
obstaculizacion de las funciones sensorimotoras. A medida que progresa el aumento de

los niveles plasmaticos de EtOH, se van sucediendo claros signos de una gradual
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depresidn central, incluyendo fallos en el discurso, descoordinacién motora, pérdida de
reflejos, somnolencia y bajo ritmo de respiraciéon®. A concentraciones superiores a los
400 mg/dL, el riesgo de pérdida de consciencia o coma, depresidn respiratoria grave u

otras complicaciones puede resultar letal*"*.

Cuando la exposicion a EtOH se mantiene a largo plazo, se desarrollan los fenémenos
de tolerancia y dependencia, de manera que los efectos anteriormente mencionados se
ven alterados como consecuencia de la adaptacion del organismo a la cronificaciéon del
estimulo de la droga. El consumo crénico de EtOH afecta a la salud mental impactando
en el estado de animo. El mantenimiento sostenido del estimulo inhibitorio GABAérgico
sobre el SNC genera trastornos mentales como depresion clinica o psicosis. El suefio
también es diana de los efectos cronicos del EtOH, produciéndose una alteracion de las
fases del suefo, asi como de la conciliacién y despertar. Las habilidades cognitivas
muestran claros déficits en diversas funciones, como memoria, velocidad de

procesamiento o destreza lingiiistica®*.

2.3. MECANISMOS IMPLICADOS EN EL DANO CEREBRAL DEL ETANOL

Como se ha mencionado anteriormente, el EtOH es capaz de alcanzar el SNC gracias
a las propiedades quimicas de la propia molécula. En el cerebro, el EtOH interactua con
una amplia variedad de sistemas de neurotransmisiéon y en diferentes regiones
cerebrales®’. La sefalizacion glutamatérgica, GABAérgica, serotoninérgica y colinérgica
estan bajo el espectro de dianas moleculares directas del EtOH, de igual modo que otras
proteinas, como los canales de K* de alta conductancia dependientes de Ca** (canal BK,
del inglés, big potassium) o los canales de K* rectificadores internos acoplados a proteina
G (canal GIRK, del inglés, G-protein-coupled inward rectifying K' channel), o
sefializadores intracelulares, como la kinasa C o la adenilato ciclasa****. Ademas, el
EtOH puede influir en la actividad de otros circuitos neuronales o factores
neuromoduladores, aunque no posean un sitio de union especifico, como es el caso de la
sefializacion dopaminérgica, el sistema endocannabinoide o el factor liberador de
corticotropina®. Asimismo, también se han revelado alteraciones estructurales en la
arquitectura cerebral, tanto a nivel macroscopico como celular*®*. Estas estrategias no
son excluyentes y su sinergia genera el cuadro general de dafio por EtOH. A continuacion,

incidiremos en los mecanismos de dafio mas relevantes para esta Tesis Doctoral.
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2.3.1.Inhibicion de receptores ionotrépicos glutamatérgicos

El EtOH posee propiedades inhibitorias sobre los receptores ionotrépicos de
glutamato, lo que disminuye la excitabilidad en numerosas areas cerebrales. El caso mas
estudiado es el del receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA), que se convirti6 en una de
las dianas clasicas del EtOH cuando se describié por primera vez su interaccién con el
EtOH a finales de los afios 80*. La administraciéon aguda de EtOH bloquea las corrientes
idnicas que pasan a través del canal, reduciendo las respuestas sinapticas mediadas por
los receptores NMDA?!. Por su parte, la exposicion créonica a EtOH provoca un aumento
de la sensibilidad de los receptores NMDA, lo que a su vez incrementa los eventos
excitotoxicos™. El segundo tipo de receptor ionotroépico, el receptor del dcido a-amino-3-
hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiéonico (AMPA), también puede ser inhibido por la
exposicion a EtOH a concentraciones bajas, aunque esta inhibiciéon es menor que la
producida en los receptores NMDA’!. Ademads, al igual que en los receptores NMDA, la
sensibilidad de los receptores AMPA depende del perfil de subunidades®>*. Por ultimo,
el receptor de kainato no se ha estudiado de manera tan exhaustiva como los otros dos
ionotrépicos y no se ha esclarecido totalmente el mecanismo de inhibicién utilizado por
el EtOH. Sin embargo, el bloqueo del receptor de kainato parece estar implicado en las
acciones ansioliticas y en el efecto excitador inicial del EtOH*~*. La excitotoxicidad
glutamatérgica es uno de los mecanismos de dafio cerebral mas relevantes, tanto en abuso
de drogas como otras patologias, y el estado hiperglutamatérgico contribuye al desarrollo
de conductas de dependencia a alcohol mediante la activacion de circuitos implicados en

la busqueda de alcohol*".

2.3.2.Alteracion de la plasticidad sinaptica

La plasticidad sindptica es la capacidad que tienen las conexiones neurales del cerebro
para reorganizarse a nivel morfolégico y funcional en respuesta a cambios en la actividad
neuronal como respuesta adaptativa ante un estimulo del entorno. La potenciacion a largo
plazo (LTP) y la depresion a largo plazo (LTD) son dos formas de plasticidad sinaptica
que rigen la estabilizacion de sinapsis, en funcion de la carga de estimulacién que
reciban®. Esta propiedad de remodelacion de circuitos neuronales, ademas de ser una de
las bases de los procesos de memoria, conforma uno de los puntos clave en el desarrollo

de la dependencia a drogas, ya que la dependencia a sustancias adictivas se genera por la
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induccion de cambios duraderos en circuitos cerebrales implicados en la busqueda de la
droga, especialmente en los circuitos corticomesolimbicos encargados del procesamiento
de la recompensa®-¢'. La exposicion a EtOH altera los eventos de LTP y LTD, influyendo
asi en los procesos de aprendizaje y memoria. No obstante, el efecto del EtOH en estos
mecanismos cognitivos varia notablemente dependiendo de distintos factores, como la

edad, la region cerebral o los estimulos inductores®'.

Tanto la LTP como la LTD dependen de la activacion repetida de aferencias en la
neurona postsindptica en cuestion. Ambos eventos estan fuertemente regidos por los
receptores NMDA y AMPA, por lo que la alteracion de estos procesos de plasticidad
puede ser provocada como consecuencia de la interferencia del EtOH con la sefalizacion
glutamatérgica®*®. En general, la exposicién aguda a concentraciones téxicas de EtOH
abole los eventos de LTP, mientras que la LTD se ve potenciada, aunque los efectos sobre
esta ltima no se conocen tanto’'. Por su parte, el consumo crénico puede generar efectos
distintos a los observados tras la exposicion aguda, de manera que se ha demostrado, por
ejemplo, una reduccién de la LTD dependiente de receptores NMDA en hipocampo,
mientras que, en la corteza prefrontal y en el estriado, la LTP dependiente de receptores
NMDA se ve facilitada®. Por otro lado, se sabe que no solo los receptores ionotropicos
estan relacionados con estos fenémenos, sino que algunos de los receptores
metabotrdpicos de glutamato (mGlu) también parecen tener una implicaciéon, como
ocurre en las células cerebelares de Purkinje, en las cuales la activacién de receptores
mGlu da lugar a la internalizacion de receptores AMPA de la membrana postsinaptica,

dando lugar a una depresion de la fuerza sinaptica en esa conexion®.

2.3.3.Remodelacion de la matriz extracelular

La matriz extracelular (ECM) es un entramado formado por macromoléculas
(esencialmente, proteinas y glicanos, como fibronectina, laminina o coldgeno) que
funcionan como soporte fisico para las células de un 6rgano, favoreciendo la integridad
del tejido, y como superficie de difusién para neurotransmisores y otros factores, como
medio de comunicacién entre células®. En el SNC, encontramos, ademas, las redes
perineuronales, que son una especializacion de la ECM muy importante para los

mecanismos de neuroplasticidad, por ejemplo, mediante el control de la insercién de
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receptores y canales i6nicos en la membrana sinaptica o mediante la presentacion de

moléculas sefalizadoras®®®’.

Ante estimulos fisiologicos, patoldgicos o de aprendizaje, la ECM puede ser
modificada como mecanismo de respuesta adaptativa. Dada su capacidad para
transformar la estructura de un tejido, la remodelacién de la ECM cumple un rol central
en el funcionamiento de la memoria mediante la facilitacién de nuevas conexiones o la
desestabilizacion de sinapsis preexistentes segun los fendmenos de LTP y LTD®. Diversos
estudios han comprobado que la exposicion a EtOH desregula la composiciéon de la ECM
e incrementa los entramados de redes perineuronales en ciertas areas cerebrales, lo que
induce pérdida de la funcién de la matriz y neurodegeneracion, asi como provee un
mecanismo para los cambios estructurales inducidos por el EtOH que contribuyen a la

aparicion de conductas adictivas®,

La modificacién de la ECM es llevada a cabo por enzimas capaces de degradar las
macromoléculas integradoras de la matriz. Entre estas proteasas encontramos las
metaloproteasas de matriz (MMP), que se clasifican por familias segun el sustrato que
degraden®. En el cerebro podemos hallar varios tipos, que se activaran en respuesta a
multitud de estimulos, incluyendo aumento de la actividad neural o dafio tisular. Entre
ellas, la MMP-9 es la que mas atencién ha recibido por su participacién en plasticidad
sinaptica. En el hipocampo, por ejemplo, la actividad de MMP-9 esta directamente

relacionada con déficits en aprendizaje y alteraciones en LTP7*72,

2.3.4.Induccion de estrés oxidativo y dafio mitocondrial

Como ya se ha descrito anteriormente, el estrés oxidativo producido por el consumo
de EtOH es consecuencia del propio metabolismo de la droga. La generaciéon de ROS,
especialmente por el procesamiento hepatico y por la ruta peroxisomal del CYP2EL,
dispara otras respuestas y rutas celulares, como activacién de citocromos y sefiales
proinflamatorias o cascadas de sefializaciéon mitocondrial”. Las ROS son capaces de
interactuar con una amplia gama de macromoléculas, modificando su estructura quimica
Y, por tanto, alterando sus propiedades y su funcién fisioldgica. Un ejemplo clasico de las
acciones de las ROS inducidas por EtOH es la peroxidacion lipidica. Los fosfolipidos de
las membranas celulares expuestos a ROS cambian su conformacion estructural haciendo

que la membrana plasmatica pierda sus propiedades naturales. La peroxidacion lipidica
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da lugar a subproductos que también ejercen acciones perjudiciales y que se han asociado

a disminucidn de la viabilidad celular’.

Al mismo tiempo, las ROS van a provocar un desbalance en las defensas antioxidantes
de las células. El organismo cuenta con una serie de enzimas encargadas de eliminar el
exceso de ROS mediante su transformacién en moléculas benignas, como agua u oxigeno
molecular, o devolviéndolas a un estado reducido, a costa de oxidarse ellas mismas de
manera reversible. Algunas de estas enzimas son la superéxido dismutasa, la catalasa o el
glutation. La actividad de las enzimas antioxidantes se altera con la exposicion a EtOH,
mientras que, por otro lado, también puede inducir su expresion, como en el caso de la
hemooxigenasa 1 o NQO17>7%. Por otra parte, la reduccién de ROS requiere de otras
moléculas que acepten los electrones libres, por lo que la presencia de estrés oxidativo
provocara una deplecion de los sustratos disponibles, como el propio glutation o el NAD?,

disminuyendo la capacidad antioxidante.

Tanto la generacion de estrés oxidativo como la consecuente peroxidacion lipidica dan
lugar a alteraciones en la homeostasis mitocondrial. En primer lugar, la membrana
mitocondrial externa sufre dafios que propician su desintegracion. La estructura en doble
membrana de la mitocondria es fundamental para su correcto funcionamiento, por lo que
la pérdida de integridad supondra directamente un fallo en el metabolismo mitocondrial.
En segundo lugar, la rotura de la membrana permite la fuga de contenido mitocondrial
hacia el citoplasma, lo que desencadenara sefiales intracelulares. Por ejemplo, la liberacion
del citocromo ¢, constituyente de la cadena de transporte electronico, puede poner en
marcha cascadas apoptoticas, activando rutas de muerte celular que desembocaran en
eventos de neurodegeneracion. Por ultimo, los fallos mitocondriales suponen un
desabastecimiento directo del sustrato energético de la célula, el ATP, con lo que infinidad
de procesos fisiologicos se verian afectados o interrumpidos. Esto, por tanto, pondria a la

célula en peligro de entrar en procesos apoptdticos’””®.

La exposicion a EtOH directamente puede provocar perjuicios en la membrana de la
mitocondria. El consumo crénico altera la morfologia de los pliegues de la membrana
interna, induce dafio en el ADN mitocondrial y disminuye el potencial de membrana.
Tanto en adultos como en adolescentes se ha visto que el EtOH abole la expresiéon de
complejos de la cadena respiratoria, disminuyendo asi la producciéon de ATP”. La

mitocondria, ademas, posee una serie de mecanismos, denominados comunmente
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dindmicas mitocondriales, cuyo fin es cambiar la forma y distribucién celular del
organulo, asi como regular su nimero y disponibilidad, como mecanismo adaptativo en
respuesta a necesidades celulares o estimulos externos”™. Los fendmenos mas estudiados
son los de fusién y fision mitocondrial, que estan regidos por proteinas remodeladoras de
membrana. Las proteinas mads relevantes en las dinamicas mitocondriales son la proteina
1 relacionada con la dinamina, llamada Drp1 y encargada de la fisién; mitofusina 2 y la
proteina del gen de atrofia dptica 1, llamada OPA1, ambas implicadas en fusién®. Se sabe
que el fallo en los eventos de fusion y fision se pueden dar tanto por el propio EtOH como
por los subproductos derivados de su degradacion oxidativa'>®'. Con todo esto, la
exposicion a EtOH perturba la integridad de la membrana mitocondrial, cuyas
consecuencias incluyen alteraciones en los procesos de dinamica mitocondrial y

activacion de rutas de sefializacién de muerte celular®’.
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BLOQUEII - Memoria

Los circuitos neurales que subyacen a funciones cognitivas esenciales, como el
aprendizaje, el control de impulsos, la memoria o la asociacién de contextos, se solapan
con las areas cerebrales implicadas en las conductas relacionadas con el uso de drogas y
el desarrollo de dependencia®. La exposicion a drogas de abuso causa un cambio en estas
regiones cognitivas para perpetuar el uso de la propia droga mediante procesos de
“aprendizaje patoldgico”, asociando el estimulo de recompensa conseguido con la droga
con una conducta de supervivencia®. La relacion entre el uso de sustancias adictivas y los
mecanismos cognitivos que promueven estas conductas se observa claramente en la
tercera etapa del proceso de adiccion, denominada fase de anticipacion y preocupacion
en el modelo descrito por Koob y Volkow (2010). En esta etapa, pacientes en tratamiento
frente a adicciones son altamente susceptibles a la exposicion a contextos o pistas
ambientales asociadas con el uso de la droga, lo que puede desencadenar respuestas
fisiolégicas y deseo de consumo, disparando asi de nuevo la primera etapa del proceso de
adiccion (etapa de intoxicacion)®. Estos comportamientos también se han observado en
experimentacion conductual preclinica con modelos animales. Aunque todas las drogas
son capaces de generar la asociacion entre la droga y el estimulo, como método para
mantener la busqueda de la droga, otros tipos de aprendizaje o procesos cognitivos
pueden recibir distintos efectos segun la droga en cuestion y el tipo o niveles de consumo.
En el caso del alcohol, parece claro que sus efectos son bidireccionales: dosis altas
interrumpen los procesos cognitivos, mientras que a dosis mas bajas se puede potenciar

el aprendizaje.

1. La funcion cognitiva de memoria

La memoria es la funcién cognitiva que permite procesar, retener y almacenar la
informacion del entorno para formar recuerdos que podran ser recuperados posteriormente.
La formacion de la memoria requiere de actividad neural para generar cambios duraderos en
la fuerza del flujo de informacion de la neurona presinaptica a la postsinaptica. Los estudios
de neurociencia cognitiva han dado lugar a una primera categorizacion general de la memoria
en dos tipos principales: la memoria procedimental o implicita (“saber cémo”), que da lugar

a habilidades sensorimotoras formadas a través del aprendizaje repetitivo sin acceso mental
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consciente y con recuperacién automadtica de la informacién; y la memoria declarativa o
explicita (“saber qué, ddnde y cuando”), que es la responsable de la rememoracién consciente
de experiencias, episodios y datos®. A su vez, y a grandes rasgos, la memoria declarativa se
subdivide en dos clases: la memoria semantica, que recoge el significado de los conceptos
verbales y perceptuales; y la memoria episddica, que procesa el aprendizaje y almacenamiento

de recuerdos de eventos autobiogréficos, enmarcados en un contexto espacio-temporal®>®.

Tanto la memoria declarativa como la no declarativa reclutan diversas estructuras
cerebrales para conformar su sustrato neural: la memoria procedimental estd basada
principalmente en sistemas sensorimotores, como el neocdrtex sensorial, la corteza motora,
el estriado y el cerebelo; mientras que la memoria declarativa establece un circuito que implica
el hipocampo, el nucleo taldmico anterior, regiones asociativas de la corteza y la corteza
prefrontal. La amigdala, encargada del procesamiento y aprendizaje emocional puede estar
relacionada con ambos tipos de memoria®. Estas estructuras, como ya se ha indicado al
comienzo de esta seccion, ademas de su papel en funciones cognitivas, también presentan
actividad sinaptica inducida por la exposicion a drogas o a estimulos ligados a estas. Asi, el
efecto del consumo de sustancias adictivas sobre la funcion cognitiva de memoria se podria
entender como un mecanismo que garantiza la transicion entre la ingesta puntual y el

desarrollo del habito de uso con la consecuente dependencia a la droga®.

1.1.LA MEMORIA DE RECONOCIMIENTO

La memoria de reconocimiento es un tipo de memoria declarativa que rige la
distincion entre objetos, conceptos o experiencias nuevas de las previamente vividas o
encontradas y es vital para la actualizacién y el registro de cambios en el entorno externo.
Este proceso requiere la participacion de multiples estructuras cerebrales para la compleja
dinamica de formacién de memoria, pero se han determinado tres regiones cerebrales
criticamente implicadas: el hipocampo, la corteza perirrinal y la corteza prefrontal®”*. La
investigacion sobre este tipo de memoria ha tratado de esclarecer si estas areas estan
especializadas en aspectos especificos que conforman el manejo de la huella de memoria
(temporalidad, asociaciéon espacio-contextual, consolidacién, recuperacion,...),
obteniéndose resultados heterogéneos, pero si esta claro que actuan de manera
interdependiente para codificar la informacion sobre la entidad analizada y discriminarla
de otras. De esta manera, los modelos cognitivos actuales proponen que estas tres

estructuras cerebrales, funcionalmente distintas, conforman un sistema triple
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complementario que se organiza jerdrquicamente con otras zonas cerebrales para generar
el circuito de la memoria de reconocimiento®. Para la presente Tesis Doctoral, nos

centraremos en el papel del hipocampo en esta funcidn.

2. El hipocampo

El hipocampo es la estructura cerebral considerada la base central de la funcién de
memoria por excelencia. Mientras que en roedores, el hipocampo se halla justo debajo del
neocortex, en el cerebro humano, el hipocampo es una estructura elongada la cual
podemos encontrar en el 16bulo temporal medial. Este sistema anatémico comprende un
conjunto de areas conocidas como la formacién hipocampal (o simplemente hipocampo),
constituida por el giro dentado, el subiculo y las regiones del Cornu ammonis 1-3 (CA1-
3), ademas de las dreas adyacentes de la corteza entorrinal, perirrinal y

parahipocampal®®.

2.1. NEUROANATOMIA HIPOCAMPAL

En un primer momento, se establecio6 un modelo de circuiteria hipocampal en
secciones con un bucle cerrado conectando unidireccionalmente la corteza entorrinal con
el giro dentado y con las areas CA1-3, llamado circuito trisindptico (Fig. 3). La corteza
entorrinal establece la principal aferencia en el hipocampo con fuertes proyecciones al
giro dentado. El giro, a su vez, proyecta a la region CA3 por la via de las fibras musgosas,
mientras que de esta area surgen aferencias hacia la region CA1 a través de la via colateral
de Schaffer. Ademas, en CA3 podemos encontrar axones que mandan proyecciones
paralelas que conectan con otras neuronas en CA3. Finalmente, la regiéon CA1 proyecta
de vuelta hacia la corteza entorrinal a través del subiculo, cerrando asi el bucle. Cada
seccion conteniendo este circuito se denominaba lamela y se pensaba que el hipocampo
se estructuraba como un conjunto de lamelas, organizadas en modulos funcionales
independientes que se sucedian en el eje longitudinal. Las técnicas de neuroimagen
modernas han permitido desvelar que se establecen conexiones transversales a toda la
longitud del hipocampo, con lo que las lamelas no son funcionalmente independientes y

las redes neurales presentes en esta estructura cerebral forman una circuiteria compleja
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con multiples conexiones de retroalimentacion paralelas. De esta manera, se conocen
conexiones desde la corteza entorrinal directamente a CAl y CA3. El giro dentado
también recibe proyecciones desde CA3 a través del hilo dentado®*'. Por ultimo, se sabe
que el area CA2, considerada anteriormente como una mera transicion entre CA1y CA3,
posee sus propias funciones, por lo que se considera un darea computacional
independiente de las otras dos. Aunque la informacion sobre esta area es notablemente
mas escasa que sobre las otras dos, se piensa que la regiéon CA2 estd fuertemente

involucrada en el procesamiento de memoria social®.

Figura 3. Circuito trisinaptico del hipocampo. DG: giro dentado; EC: corteza entorrinal; sub: subiculo.
Imagen tomada de Tamminga et al., 2012%.

Desde areas exteriores al lobulo temporal medial, la corteza entorrinal recibe aferencias
desde la corteza prefrontal y la corteza olfativa, a donde también devuelve conexiones. Al
hipocampo llegan inputs directos del septum medial (que juega un papel clave en la
regulacion del estado fisioldgico del hipocampo), locus certleo, nucleo del rafe y la
amigdala. La region CAl proyecta al nucleo accumbens, amigdala y a la corteza
prefrontal, en uno de los principales circuitos de la via corticomesolimbica. El area CA3,
asi como CAl, manda sus proyecciones a través del fornix hacia el septum lateral y el
cuerpo mamilar del hipotdlamo. Todas estas proyecciones involucran sistemas de
neurotransmisiéon  diversos, incluyendo fibras serotoninérgicas, colinérgicas,

dopaminérgicas, noradrenérgicas y GABAérgicas®'.
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Debemos puntualizar que las conexiones hipocampales pueden variar segun el
organismo del que estemos hablando, dependiendo, en parte, de la disposicion espacial
que el hipocampo ocupa en el cerebro. El eje longitudinal en roedores se denomina
dorsoventral, con la parte dorsal dispuesta hacia la parte rostral y la ventral, a niveles mas
caudales. El hipocampo dorsal de roedores contiene la mayor parte de células de
resolucion espacial fina, mientras que el ventral esta fuertemente conectado con la corteza
prefrontal y la amigdala. Con ello, ambas partes estan diferencialmente especializadas en
cognicion espacial y emocional, respectivamente. En primates, por el contrario, todo el
hipocampo se halla en una posicion ventral dentro del l6bulo temporal y se organiza en
una orientacidon anteroposterior, de forma que el hipocampo anterior se corresponde con
el ventral en roedores y el posterior, con el dorsal. Muchos estudios que apuntan
diferencias entre roedores y primates mas bien reflejan las diferencias en el procesamiento
del hipocampo dorsal/posterior versus el ventral/anterior. Aun asi, hay grandes
similitudes entre las formaciones hipocampales de organismos mamiferos, por lo que

suponen un buen modelo para el estudio de las funciones hipocampales®**.

2.2. RELACION FUNCIONAL DEL HIPOCAMPO CON LA MEMORIA

La primera evidencia de la indispensable implicacion del hipocampo en la formaciéon
de la memoria se obtuvo en 1957 a raiz del conocido como “Caso H.M.”. Tras un accidente
en bicicleta que le caus6 un fuerte golpe en la cabeza, el paciente H.M. desarrollé un
trastorno convulsivo crénico, refractario para diversos tratamientos farmacoldgicos y
totalmente incapacitante para su dia a dia. Por ello, se resolvié someterle a una lobotomia
parcial bilateral del 16bulo temporal medial, extrayendo unos 8 cm de tejido que
comprendian parte del hipocampo y del giro hipocampal, ademas de la amigdala. El
resultado fue una marcada reduccion de la incidencia de las crisis convulsivas, sin cambios
en personalidad ni en capacidad intelectual general. Sin embargo, el resultado mas
sorprendente e inesperado de la operacidn fue el desarrollo de amnesia anterégrada, una
incapacidad inmediata y completa para crear nuevas memorias, sin afectaciéon de la
memoria de eventos de su vida mas temprana y con amnesia retrégrada parcial de los
ultimos meses previos a la operacion®. A partir de la década de los 80, sucesivos estudios
con modelos de amnesia humana en primates no humanos y el surgimiento de casos de

dano hipocampal por accidente isquémico o episodios de anoxia permitieron establecer
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que una lesion en el hipocampo es suficiente para inducir un déficit de memoria
clinicamente significativo y que la severidad de este déficit se veia exacerbada por la
pérdida funcional o tisular de areas corticales adyacentes. Décadas de estudios en
neurociencia cognitiva han permitido ahondar en el conocimiento de los circuitos que
conectan el hipocampo con otras regiones cerebrales implicadas en distintos tipos de

memoria®.

A dia de hoy, hay un consenso unanime sobre que el hipocampo es fundamental para
la representacion de eventos especificos dentro de un marco espaciotemporal, de manera
que codifica los recuerdos con respecto a su contexto en una estructura ordinal, relacional
y coincidente. Ademas, el procesamiento hipocampal es capaz de separar los elementos
asociados a una memoria cuando se da un cambio de contexto, con lo que permite
actualizar rdpidamente el estado actual del entorno cuando dejamos de estar en una
situaciéon familiar, suponiendo fisiolégicamente una respuesta adaptativa y un
mecanismo para la cognicidn retrospectiva (recuerdo) y prospectiva (prediccion). Esto
quiere decir que el hipocampo posee la capacidad de distinguir entre encuentros con el
mismo objeto en diferentes contextos. Por extension, cuando una informacién es estable
en el tiempo y espacio (por ejemplo, la descripcién de un objeto), se usa para inferir la
representacion mental que es relevante en ese momento. Por tanto, el hipocampo registra
los inputs que le llegan de las distintas areas sensoriales cerebrales, cualquiera sea su
naturaleza (espacio, tiempo, sonido, olor,...), y los codifica creando un mapa neural

contexto-dependiente®” .

Esta bastante aceptado que la informacion sobre el espacio es codificada
obligatoriamente por el hipocampo y la investigacion alrededor del rol del hipocampo en
la integracidn de este contexto (seguido de la cognicién temporal) es abundante a lo largo
de los anos. Sin embargo, la integracion de informacién no espacial por parte del
hipocampo también acumula numerosas evidencias. Hay dos corrientes tedricas para
explicar la respuesta hipocampal a estimulos no espaciales: la primera expone que el
hipocampo tiene funciones tanto espaciales como no espaciales; la segunda postula que
los datos no espaciales funcionan como sefales espaciales encubiertas, siendo como una
caracteristica del lugar®. De estas dos vertientes de pensamiento, la segunda parece cobrar

mas veracidad, ya que, generalmente, se ha comprobado que el hipocampo es capaz de
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procesar una gran variedad de estimulos y crear representaciones de los mismos en

contextos espaciales categorizados®*.

2.3.EL HIPOCAMPO Y LA MEMORIA DE RECONOCIMIENTO DE OBJETO

Son numerosos los estudios que han analizado la respuesta de células hipocampales en
experimentos de reconocimiento de objeto. Uno de los conceptos mas establecidos sobre
el rol especifico del hipocampo en la memoria de reconocimiento es que este area codifica
la familiaridad de un objeto en relacién con algiin componente asociado, especialmente
espacial o, en menor medida, temporal. Se considera que la exploraciéon de objetos
novedosos se dispara por una incongruencia entre la representacion actual del objeto y lo
que el hipocampo predice que encontrara en ese sitio”. De manera complementaria, hay
trabajos con modelos conductuales animales que muestran mayor actividad hipocampal
cuando el animal observa una disposicion espacial nueva de objetos familiares que cuando
la disposicién de dichos objetos es conocida'®!?!. Por otro lado, se sabe que el hipocampo
gobierna el procesamiento de sefiales de memoria para periodos breves de tiempo, ya que
se ha observado que individuos con lesiones hipocampales bilaterales muestran notables
déficits en pruebas de memoria de reconocimiento que implican intervalos cortos de
retenciéon de memoria (esto es, en cuestion de segundos), particularmente si la tarea
involucra la asociacion con caracteristicas fisicas, como formas nuevas'®'*. Ademas,
otros tipos de memoria de reconocimiento también se ven afectadas en caso de dafo
hipocampal, como son el reconocimiento de palabra, de olor o facial'®. Con todo esto, el
hipocampo cumple una funcioén clara en la determinacion de la familiaridad o novedad
de un objeto, si bien su funcién se ve complementada por otras areas, especialmente la
corteza perirrinal. De esta manera, se sabe que otras areas extrahipocampales pueden
respaldar la funcion de memoria de reconocimiento, pero la prioridad normalmente recae

en el circuito hipocampal®.

2.4. EFECTO DEL ETANOL SOBRE LA ACTIVIDAD HIPOCAMPAL

Al igual que para otros tipos de memoria, en la literatura podemos encontrar numerosos
estudios que atestiguan el efecto perjudicial que el consumo de diversas drogas de abuso
ejerce sobre la memoria de reconocimiento, incluido el EtOH''”. Esto no resulta

extrafo si tenemos en cuenta que el hipocampo es una de las areas mas susceptibles al
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dafio por EtOH, junto con la corteza prefrontal y el cerebelo*. Por ejemplo, la ingesta de
grandes cantidades de alcohol, como las que se dan durante el consumo binge, puede dar
lugar a eventos de amnesia anterdgrada, los conocidos en inglés como blackouts, en los
que el individuo puede participar en actividades con o sin carga emocional de las que
luego no tendra recuerdo, sin afectar a memorias anteriormente formadas o a las
posteriores al periodo de ingesta. Esto indica que el EtOH ejerce un mecanismo de accién
que imposibilita la formacién de nuevas memorias mientras la persona esta intoxicada''.
Estudios posteriores han demostrado que el EtOH suprime robustamente y durante horas
la actividad de las células piramidales de la region CA1, que por estudios clinicos se sabe
que es esencial para la formacién de memoria explicita. Posiblemente, la inhibicion del
area CAl por el EtOH esta mediada por el incremento del tono GABAérgico, lo que
bloquea los eventos de LTP en el hipocampo*'"''2. A mas largo plazo, el consumo
crénico de EtOH puede disparar programas de apoptosis en células piramidales en CAl,
incluso durante periodos de abstinencia'”’. En otras areas, como en el giro dentado, los
efectos del EtOH incluyen la disminucién de la proliferacion celular o neurogénesis''*. La
relacion entre la neurotransmision hipocampal, la neurogénesis y la plasticidad sindptica
con respecto a la memoria, asi como la influencia que puede tener el EtOH en estos

procesos, se explicara mas detalladamente en las siguientes secciones.

3. Neuroplasticidad: mecanismo de aprendizaje y memoria

La plasticidad sinaptica esta considerada como el mecanismo basico del aprendizaje y
la memoria, por el cual la fuerza de las conexiones neuronales se modifica en funcién de
sus niveles de actividad. El aprendizaje tiene lugar gracias a cambios persistentes
inducidos por la experiencia en las representaciones y computaciones cerebrales que, en
consecuencia, gufan la correcta realizaciéon de tareas. Por tanto, la actividad de las
neuronas de salida de una regién cerebral responde a cambios adaptativos que se
producen segun la informacién de entrada, de manera que estas neuronas puedan
mejorar el comportamiento asociado o modularlo en caso de cambios en el entorno, para

asegurar una respuesta conductual satisfactoria®.

Santiago Ramoén y Cajal acuiid por primera vez el término plasticidad neuronal en

eventos no patologicos. Mas tarde, en 1949, Donald Hebb propuso lo que a lo largo de los
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afios se ha convertido en uno de los principios mas importantes en neurociencia
cognitiva. El postulado de Hebb sostenia que si una neurona presinaptica A disparaba de
manera sostenida y persistente sobre una neurona postsinaptica B, la integridad de esa
conexion se veria reforzada mediante cambios metabdlicos y estructurales que favorecian
su estabilizacion'". En la década de los 70, se descubrid de facto que la activacion repetida
y sincrénica de la neurona presinaptica y postsinaptica de una conexion estimulada daba
lugar a un aumento de la fuerza de la aferencia sinaptica. Este fenémeno de plasticidad
dependiente de actividad neural pasé a denominarse potenciacion a largo plazo, o LTP, y
la investigacion en afios posteriores describio su contrapartida, conocida como depresion
a largo plazo, o LTD, que seria la disminucion de la fuerza sinaptica. Ambos tipos de
plasticidad sinaptica se consideran hoy dia como dos de los grandes procesos
dependientes de actividad sinaptica que contribuyen de manera esencial al aprendizaje y
ala formacion de memoria®®. Se descubri6 que el mecanismo principal que mediaba estos
cambios sinapticos se debia a las propiedades del receptor glutamatérgico NMDA, si bien
posteriormente se demostrd que no era el tnico receptor de glutamato implicado, con el
receptor AMPA cumpliendo funciones fundamentales''®!'””. Por otro lado, hay otros
mecanismos de plasticidad sinaptica hipocampal involucrados en la funcién de memoria,

18, Estos aspectos de la

como son la remodelacién de la ECM y la neurogénesis
reorganizaciéon hipocampal como eventos clave del aprendizaje y la memoria seran

detallados a continuacion.

3.1. NEUROTRANSMISION GLUTAMATERGICA

El aminoacido glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio del SNC adulto y
posee un rol central en el aprendizaje y la memoria a través de los eventos de LTP y LTD
dependientes de actividad. Dada la presencia del glutamato en todas las regiones
cerebrales y las multiples funciones que cumple en el funcionamiento cerebral, es
necesario un fino control de sus niveles y su actividad'®'?’; de ahi que el desequilibrio en
la homeostasis glutamatérgica, que potencialmente puede dar lugar a un estado de
excitotoxicidad, esté relacionado con multiples patologias, incluyendo enfermedades

neurodegenerativas, neuroldgicas y adiccion'*'-'*.

El glutamato media su sefializacién a través de dos tipos de receptores: los

ionotrépicos, que forman canales de cationes regulados por ligando, y los metabotrépicos,
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acoplados a proteinas G reguladoras y sistemas de segundos mensajeros. La activacion de
unos u otros generara respuestas distintas en las células, que variaran en el tiempo de
actuacion: los receptores ionotrdpicos, normalmente, modulan las corrientes eléctricas
excitatorias asociadas a la despolarizacion de la membrana neuronal, mientras que los
receptores metabotropicos dan lugar a respuestas mas lentas a través de cascadas de
seflalizacion intracelular'®'**. Por otro lado, un segundo factor implicado en la
sefializaciéon glutamatérgica son los transportadores, que se encargan de la retirada del
neurotransmisor de la hendidura sinaptica. En el caso del glutamato, la astroglia es vital
para su recaptacion, evitando fendmenos de excitotoxicidad por estimulacidon sostenida
de los receptores postsinapticos, asi como para reciclar el glutamato de la sinapsis y
devolverlo a la neurona presinaptica para que esté disponible para un nuevo impulso
sinaptico'”. Ademas, en el contexto del uso de drogas, tanto la transmision como la
recaptaciéon del glutamato se alteran, de manera que se origina un estado
hiperglutamatérgico que promueve la conducta de busqueda de la droga y los cambios

sinapticos que aseguran la continuacion del consumo'*"'?.

3.1.1.Receptores ionotrépicos de glutamato: NMDA y AMPA

Los receptores ionotropicos de glutamato se clasificaron en familias en funcién de sus
caracteristicas farmacoldgicas y los compuestos agonistas por los que se identificaron. De
esta manera, las tres familias clasicas de receptores ionotropicos son, como se menciono
en secciones anteriores, los receptores NMDA, AMPA vy kainato. Mas recientemente, se
ha identificado por homologia génica un nuevo subtipo de receptor glutamatérgico
ionotrépico, que se ha denominado receptor 8 o GluD, aunque aun se considera un
receptor huérfano ya que no se ha determinado su ligando y esta por esclarecer si forma

un canal i6nico'®.

Los receptores ionotropicos son proteinas integrales de membrana formadas por
cuatro subunidades que forman un poro selectivo al paso de cationes tras la unién a
glutamato. Asi, la activaciéon de estos receptores permitird el flujo de iones Na* y, en
ciertos casos, Ca** hacia el interior de la célula, mientras que el ion K* saldria hacia el
medio extracelular, generando una descompensacién de cargas entre ambos lados de la
membrana neuronal y facilitando asi la iniciacion del impulso nervioso. La permeabilidad

al Ca** es una caracteristica importante, dado que este ion, ademas de las implicaciones
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que tiene en la modificaciéon de la diferencia de carga en la membrana plasmatica, también
funciona como un segundo mensajero, lo que pone en marcha diversas rutas de
sefalizacion celular'®. Las subunidades de los receptores ionotrépicos se ensamblan
formando homo- o heterotetrameros, en el caso de los receptores AMPA y kainato,
mientras que el receptor NMDA es un heterotetramero obligado. En cuanto a la
estructura general de los receptores, cada subunidad posee 4 dominios transmembrana,
con el dominio extracelular N-terminal, implicado en el ensamblaje y el trafico del
receptor; el dominio de unidn de agonista, que es donde se halla el sitio de unién para los
distintos ligandos; y el dominio intracelular C-terminal, lugar de modificaciones

postraduccionales y que regula la localizacion del receptor'”

. La importancia biologica de
los receptores ionotrépicos de glutamato radica en el hecho de que esta estructura general
se ha mantenido a lo largo de la evolucién, desde organismos unicelulares hasta seres mas
complejos, incluyendo plantas, gusanos, insectos o mamiferos'®’. Esta Tesis Doctoral

ahondara en las caracteristicas y funciones de los receptores AMPA y NMDA.

El receptor NMDA fue el primer receptor glutamatérgico caracterizado mediante
estudios de radioligando en la década de los afios 70. Este receptor es un heterotetramero
formado por el ensamblaje de dos dimeros, de manera que las cuatro subunidades que los
forman nunca son del mismo tipo. Hay tres clases de subunidades NMDA: subunidades
GluN1 (que sufre splicing alternativo, dando lugar a distintas isoformas), GluN2 (de la
que existen cuatro subtipos: GluN2A, 2B, 2C y 2D) y GluN3 (con dos subtipos: GluN3A
y 3B). Cada dimero cuenta, obligatoriamente, con una subunidad GIuN1 que se
acompana de alguna de las subunidades GluN2 o, menos comunmente, GluN3,
confiriendo estas dos tltimas las propiedades fisioldgicas y farmacolodgicas al receptor. La
combinacién mas frecuente es la formada por dimeros de una GluN1 con una de las
subunidades GluN2, siendo las formas mds abundantes el triheteromero GluN1/2A/2B y
los diheterémeros de GluN1/2A o GluN1/2B. No obstante, también se han publicado
evidencias de la expresion de triheterémeros formados por un dimero GluN1-GluN2 y
otro GluN1-GluN3. Los receptores formados por dos dimeros GluN1-GluN3 tienen la
particularidad de no presentar sitio de union para glutamato''>'**!®. De aqui en adelante,
nos limitaremos a receptores GluN1-GluN2, con especial hincapié en las subunidades

GluN2A y GluN2B.
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Figura 4. Estructura general de un

alostéricos, como es el caso del Zn*'”. Otra  receptor NMDA diheterodimérico

GIluN1/GIluN2. Imagen tomada de

caracteristica unica de los receptores NMDA es
Sanz-Clemente et al. (2013).

que, en condiciones de reposo, el poro del canal se

encuentra bloqueado por el ion Mg** del medio extracelular y su liberacion se produce
por la despolarizacion de la membrana (Fig. 4). Esto hace que la activacion del receptor
NMDA requiera de la coincidencia de la liberaciéon de glutamato desde la neurona
presinaptica y la llegada del impulso nervioso a la neurona postsinaptica. La fuerza del
bloqueo del Mg** depende de la constitucion de las subunidades, dado que la presencia de
subunidades GIuN2A y GIuN2B permite un bloqueo mas potente que cuando hay
GluN2C 0 2D*. La expresion de las distintas subunidades se somete también a regulacion
espaciotemporal. Por ejemplo, durante el neurodesarrollo embrionario, la subunidad
GluN2B es mucho mas abundante que la GluN2A. En el periodo postnatal, se produce un
cambio de subunidades, de manera que la subunidad 2A se expresa de forma ubicua,
mientras que la 2B se restringe a algunas areas cerebrales y desaparece de otras (como es

el caso del cerebelo)'*.

Debido a que son las que presentan mayor expresiéon y por su importante papel en
plasticidad sinaptica, las subunidades GluN2A y GluN2B han sido objeto de mayor
investigacion que las demas. Estas dos subunidades tienen distintas propiedades cinéticas
y localizacién celular, con lo que un receptor NMDA presentarda unas funcionalidades
particulares en funcién de su combinacion de subunidades. La presencia de la subunidad
GluN2A confiere una mayor probabilidad de apertura que cuando el receptor contiene la

subunidad GluN2B. Sin embargo, la carga que se genera a través de un receptor con
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subunidades GluN2B es dos veces mayor que con GluN2A, ya que la desactivacion de este
receptor es mas lenta, lo que permite un mayor tiempo de flujo de iones. Por otro lado,
hay estudios que parecen sugerir que los canales con subunidades GluN2B movilizan mas
Ca*" que con GluN2A, mostrando por tanto una mayor permeabilidad a este ion. Ademas,
la afinidad del glutamato es mayor por GluN2B que por GluN2A. En cuanto a la
localizacion celular, diversos trabajos apuntan a que la subunidad GluN2B se puede
encontrar con mas frecuencia en entornos extrasinapticos, mientras que GIuN2A tiende
a concentrarse en la densidad postsinaptica, lo que puede estar compensando su menor
afinidad al glutamato. En concordancia con esto, la subunidad GluN2B presenta una
movilidad de superficie mucho mayor que la GluN2A y una mayor ratio de endocitosis
en neuronas adultas. Sin embargo, esta distribucién no es absoluta y puede variar en

funcion de la region cerebral y la etapa de neurodesarrollo’*"*'.

La LTP y LTD dependiente del receptor NMDA son el prototipo de plasticidad
sinaptica segun lo postulé6 Hebb. Para que se den eventos de LTP, tanto la neurona
presinaptica como la postsinaptica se tienen que activar de manera coincidente: la
primera para que se libere el glutamato que genera el impulso nervioso y la segunda para
que su despolarizacion produzca la liberacion del Mg** que se encuentra bloqueando el
canal NMDA. Tras la despolarizaciéon simultdnea y la unién del glutamato, se da un flujo
maximo de Ca**, que en el interior de la célula pondra en marcha cascadas de senalizacion
intracelular que ejerceran el reforzamiento de la sinapsis. La LTD, por su parte, tendria
lugar cuando la estimulacién presindptica ocurre a frecuencias bajas, de manera que no
se genera actividad despolarizante en la postsinapsis. Este tipo de plasticidad es muy
especifica, lo que quiere decir que la liberaciéon de glutamato y despolarizaciéon de la
membrana postinaptica solo afecta a la sinapsis en cuestion y no a las que se hallen en la
proximidad™. En este punto, es importante tener en cuenta que, dado que la activacion
del receptor NMDA requiere la previa despolarizacion de la membrana postsinaptica en
la que se hallan insertados, la LTP y LTD dependientes del receptor NMDA esta
intimamente ligada a la participacion de los receptores AMPA, lo cual detallaremos a
continuacién (Fig. 5). Por dltimo, si bien la LTP inducida por el receptor NMDA es la
mas comunmente estudiada por su importancia fisioldgica, no podemos obviar la
existencia de otros mecanismos de LTP independientes del receptor NMDA, muchos de

ellos estimulados por la interacciéon con receptores metabotrépicos de glutamato'”.
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Los receptores AMPA son los encargados de la mayoria de la transmision
glutamatérgica excitatoria rapida en el SNC. La regulacién a la que estan sujetos, ya sea
por modificaciones postraduccionales, variacion de subunidades o localizacién en la
membrana, repercutird directamente sobre la fuerza sindptica, neuroplasticidad y
funciones cognitivas. Los receptores AMPA son altamente dinamicos en el sentido de que
estan constantemente sometidos a endocitosis, exocitosis, difusion lateral por la
membrana o atrapamiento en la densidad postsindptica. Asi, los receptores AMPA
presentes en una sinapsis variardn en numero, estructura y propiedades como forma de
regulacion de los procesos plasticos del cerebro, en favor de la estabilizacion o la

redistribucion de las sinapsis'*.

En cuanto a su estructura, genéticamente, el receptor AMPA posee unos dominios de
union a ligando y transmembrana altamente conservados en la evolucion, mientras que
los dominios N- y C-terminal son los que sufren las modificaciones postraduccionales y
donde difieren las distintas subunidades. Los receptores AMPA se componen de cuatro
subunidades, denominadas GluA1-4, que se pueden ensamblar formando tetrameros,
siendo las combinaciones mas comunes en el hipocampo GluA1/GluA2, GluA2/GluA3y,
en menor medida, el homotetramero de GluA1'*. En el resto del cerebro, y al igual que
se ha explicado con las subunidades del receptor NMDA, la expresion de subunidades del
receptor AMPA exhibe variedad regional. Ademas, la subunidad GluA4, por regulacion
durante el neurodesarrollo postnatal, muestra una expresion notablemente reducida en
el cerebro adulto. Ademas de las subunidades propias del receptor, el receptor AMPA
forma complejos con otra serie de proteinas auxiliares, como las TARPs o las

CNIH2/CNIH3, que regulan las propiedades del canal y su trafico sinaptico'**.

Una caracteristica importante de la subunidad GluA2 es que, por sus propiedades
eléctricas, no permite el paso de Ca*, por lo que los receptores que contengan esta
subunidad seran impermeables a este ion y no aportaran carga al flujo de Ca** en las
sinapsis en las que se encuentren. Por otro lado, los receptores que carezcan de GluA2,
los cuales en su mayoria son homotetrameros de GluA1 y en el cerebro adulto se expresan
a niveles muy bajos, poseen mayor conductancia, una cinética de desactivacién mas
rapida y son permeables al paso de Ca*". Los receptores AMPA permeables a Ca*, al
contribuir a la carga sindptica por el paso del ion, potencian la transmision sinaptica, lo

que puede propiciar la activacion de rutas de senalizaciéon por Ca*'*>. Con esto, hay
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evidencias de que la induccidn de procesos de plasticidad sinaptica, como LTP y L'TD, y
ciertas conductas, como el condicionamiento al miedo o la exposiciéon o abstencién a
drogas, promueven el reclutamiento de receptores AMPA permeables a Ca** a esas
sinapsis especificas. Otras formas de regulacion de las propiedades del canal se establecen
a través de las multiples modificaciones postraduccionales a las que estan sujetos, las
cuales, ademas de generar innumerables variantes del receptor, pueden ser requeridas

durante la LTP o LTD".

Como ya se ha mencionado, el receptor AMPA es esencial en la LTP dependiente del
receptor NMDA vy, aunque las subunidades GluA2 y GluA3 también participan, se sabe
que la subunidad GluA1l tiene un papel principal'®®. Una de las principales consecuencias
de estos procesos plasticos es el aumento del nimero de receptores AMPA en la
postsinapsis, los cuales migran desde otras zonas de la membrana hasta la densidad
postsindptica o son incorporados en la membrana por exocitosis. En especial, la
fosforilacion en los residuos Ser831 y Ser845 de GluAl estd muy implicada en la LTP.
Estas fosforilaciones, impulsadas por la entrada de Ca*', favorecen el trafico del receptor
AMPA hacia la membrana postsinaptica y aumentan tanto la probabilidad de apertura
como la conductancia del receptor (Fig. 5). Ademads, experimentos con mutaciones
dirigidas contra esos residuos abolen o dafian los procesos de plasticidad, lo que da cuenta
de la importancia de esta subunidad para estos eventos**'*. Por otro lado, si bien es
GluA2 la subunidad que posee una funcién mas prominente en la regulacién de LTD,
GluA1 también participa en este proceso. Por ejemplo, cuando se activa la sefializacién
para el establecimiento de LTD en una sinapsis, se reclutan receptores AMPA que solo
contienen subunidades GluA1 a través de su fosforilacion y la activacion de estos canales
funciona tanto para la realizacion de la LTD como para sefalizar su propia retirada de la

membrana®'¥,
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Figura 5. Esquema general de la implicacion de los receptores NMDA y AMPA en los eventos de LTP y
LTD. Ante estimulos eléctricos intensos, la despolarizacion de la membrana y la entrada masiva de Ca** por
canales NMDA dispara la LTP a través de la fosforilacion y exocitosis de receptores AMPA, que facilitardn
la propagacién de un nuevo impulso. Por el contrario, cuando la neurona postsinaptica recibe un impulso
débil, se produce una despolarizacién mas modesta y un flujo de Ca®* menor, lo que promueve la endocitosis
de los receptores AMPA como mecanismo de LTD. Imagen tomada de Lischer y Malenka (2012)'%2.

3.1.2.Receptores metabotrdpicos de glutamato: mGluR2

Los receptores metabotrdpicos de glutamato, o mGluR, son receptores acoplados a
proteina G que transmiten las sefiales recibidas desde el entorno externo hacia el interior
celular, poniendo en marcha cascadas de sefializaciéon de segundos mensajeros que en
ultima instancia controlan y regulan las propiedades de excitabilidad de membrana y
transmision sinaptica. Dado que la transmision por estos receptores implica un buen
numero de moléculas intermediarias, la respuesta nerviosa mediada por estos receptores
es mas lenta que la que generan los ionotrépicos. Con siete dominios transmembrana y
un dominio N-terminal extracelular de grandes dimensiones que contiene el sitio de
union a ligando, la interaccion con el glutamato causa el intercambio de GDP a GTP, lo
que activa a la proteina G, que iniciard la cascada de sefalizacion implicando a moléculas

sefalizadoras, enzimas y factores de transcripcion'®. Al igual que los receptores
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ionotrépicos, los ocho receptores mGlu conocidos hasta ahora se han subdividido en tres
familias, atendiendo a sus moléculas efectoras asociadas, propiedades farmacolégicas y
secuencia génica: el grupo I, formado por mGluR1 y mGluR5, localizados en la membrana
postsinaptica y acoplados a proteina G, que sefializa a través de la fosfolipasa C; el grupo
II, formado por mGluR2 y mGluR3, presentes tanto en la pre- como postsinapsis y
acoplados a proteina Gy, que sefaliza a través de la adenilato ciclasa; y el grupo III,
formado por mGluR4, 6-8, mayormente presinapticos y también acoplados a proteina Gy,
y adenilato ciclasa'*®!*°. Para la presente Tesis Doctoral, nos centraremos en el grupo II,

especificamente en mGluR2.

Los receptores del grupo II tienen un destacado papel regulatorio en la regulacion de
la senalizacién glutamatérgica. En primer lugar, cumplen una funcién importante en la
estimulacion de LTD en sinapsis excitatorias'*’. Mas concretamente, cuando en neuronas
se localizan presinapticamente, pueden actuar como autorreceptores para disminuir la
liberacidn de neurotransmisores a través de la inhibicion de canales de Ca** dependientes
de voltaje, como los receptores NMDA. Por otro lado, en astrocitos pueden estimular la
expresion de transportadores de glutamato, como EAAT2, aumentando la recaptacion de
glutamato. Ambas acciones pueden contribuir a evitar dafio tisular en caso de
excitotoxicidad glutamatérgica. Como medidas neuroprotectoras adicionales, también se
ha visto que la activacion de estos receptores puede inducir la expresion del factor
neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) en modelos de enfermedad de Huntington'*'.
No obstante, también pueden potenciar la transmision a través de receptores NMDA y
AMPA, por ejemplo, aumentado su exocitosis y su incorporaciéon a la densidad

postsindptica, especialmente mGluR3'*1%,

Con relacidon a su funcionalidad fisioldgica y cognitiva, se ha descrito que la delecién
del receptor mGluR2 en ratén provoca un grave dafo en la LTD inducida por
estimulaciones de baja frecuencia en el hipocampo, dejando la LTP relativamente intacta.
La activacion de mGluR2 también da lugar a fallos cognitivos, por lo que se ha propuesto
como una posible diana terapéutica para enfermedades con dafo cognitivo, por ejemplo,
mediante antagonismo en enfermedad de Alzheimer'®. En cuanto a uso de alcohol, se
sabe que las drogas de abuso pueden generar déficits en la funciéon de mGIuR2 y se ha
sugerido que el consumo de EtOH disminuye la expresion de este receptor, lo que causa

un mayor consumo de la droga®. Respecto a su implicaciéon en formacién de memoria,
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un trabajo reciente ha propuesto una colaboracién entre receptores ionotrdpicos y
metabotrdpicos, de manera que los primeros estan implicados en el aprendizaje de algo
nuevo, mientras que los segundos se encargarian del refuerzo de ese aprendizaje tras la
siguiente exposicion al estimulo'”. Ademas, los receptores metabotrépicos de varias
familias estan implicados en los procesos de LTP independiente del receptor NMDA,

especialmente los que tienen lugar en las regiones CA1 y CA3 del hipocampo'*.

3.1.3.Transportadores de glutamato: EAAT2

Los transportadores de glutamato son proteinas integrales de membrana que
funcionan como bombas encargadas de la recaptacion del glutamato del medio
extracelular una vez que se ha producido el impulso sinaptico. Hay dos grandes grupos
de transportadores: los transportadores de aminodacidos excitatorios (EAAT), que retiran
el glutamato del espacio extracelular, y los transportadores vesiculares de glutamato, que

incorporan el glutamato en las vesiculas sinapticas®”'*.

Los EAAT funcionan como cotransportadores en los que el glutamato entra al interior
celular junto con tres iones Na* y un proton y se produce la salida de un ion K*. La unién
del glutamato junto con los iones hace que el EAAT sufra un cambio conformacional que
lo orienta hacia el interior celular, donde se libera el glutamato y los iones. La unién al K*
devuelve al transportador a su orientacion extracelular, para poder acoger una nueva
molécula de glutamato. Hasta la fecha, se han descrito 5 tipos de EAAT en roedores y
humanos, los cuales comparten una homologia genética de entre el 50-60 %. En primer
lugar, se identificaron en rata las 3 primeras clases de EAAT, que se denominaron GLAST,
GLT1 y EAACI. Sus homdlogos en humanos se llamaron, respectivamente, EAATI,
EAAT?2 y EAATS3. Las otras dos clases de transportadores se identificaron en humanos y
roedores y recibieron el nombre de EAAT4 y EAATS5. La localizacion de los cinco EAAT
varia en las distintas regiones del SNC y podemos encontrarlos tanto en neuronas como
en células gliales. De esta forma, los EAAT presentes en células gliales se encargan de la
recaptacion del glutamato liberado en la hendidura sindptica, asi como del ciclo
glutamato-glutamina, que es el ciclo de reciclaje por el que se provee a la neurona de
glutamina para la sintesis de glutamato. Por su parte, los EAAT neuronales se encuentran
en sinapsis mas especializadas, como las presentes en el cerebelo, colaborando con la

sefializacidn a través de mGluR'#.

-48 -



INTRODUCCION

EAAT1 y EAAT? son los principales transportadores de glutamato en el cerebro, ya
que las otras tres familias tienen niveles de expresion mucho mas bajos y patrones de
localizacién mas restringidos. En el cerebro adulto, EAAT1 se concentra mayormente en
cerebelo y algunas estructuras como el hipocampo o la corteza frontal. Por el contrario,
EAAT?2 presenta poca expresion cerebelar y es mas abundante en el cerebro'*. EAAT2 se
localiza casi exclusivamente en astrocitos perisindpticos, siendo responsable del 90 % de
la recaptaciéon del glutamato, lo que le confiere un papel crucial en la homeostasis

glutamatérgica y en la prevencion de excitotoxicidad glutamatérgica'>>'*.

La disfuncién de los transportadores de glutamato se ha relacionado con varias
enfermedades. En modelos animales se han descrito variantes disfuncionales o expresion
alterada de EAAT?2 generadas por splicing alternativo en patologias como esclerosis lateral
amiotrofica, astrocitoma humano, epilepsia o hipoxia, algunas de las cuales también se
han detectado en pacientes humanos'*. Se ha propuesto a EAAT2 como diana para el
tratamiento de ciertas adicciones. Por ejemplo, en experimentos de dependencia a
morfina, se ha visto que la administracion de esta droga, asi como la abstinencia, provoca
un aumento de la expresion especifico de EAAT2 y de la recaptacion de glutamato en el
hipocampo, mientras que la expresion de este receptor por ingenieria genética en nicleo
accumbens puede disminuir las conductas relacionadas con la busqueda de la droga'*>'*¢.
La ceftriaxona, una cefalosporina de amplio espectro, se ha estudiado por su potencial
terapéutico como tratamiento para los trastornos por uso de alcohol. Se ha descrito que
el tratamiento con este antibidtico puede disminuir el consumo de EtOH en estudios
preclinicos, resultado que iba acompanado de un aumento de la expresion de EAAT2 y
de la activacion de vias implicadas en supervivencia celular en el circuito
corticomesolimbico”. Por ultimo, en cuanto a su relacién con los procesos cognitivos, se
han descrito alteraciones de la expresion de EAAT?2 en diversas enfermedades que cursan
con déficits cognitivos. Hay trabajos que han relacionado deficiencias en la funcionalidad
del EAAT? astrocitico en el hipocampo con el deterioro cognitivo asociado a la vejez y a

la enfermedad de Alzheimer'¥’

. Otro trabajo revel6 que cuando se alteraba el ciclo
glutamato-glutamina debido a un fallo hepatico se observaban déficits en aprendizaje y
memoria espacial'®. En modelos de psicosis y esquizofrenia se han reportado diversas
alteraciones en los niveles de EAAT?2, tanto por exceso como por disminucién, que puede

ser asociadas al desequilibrio glutamatérgico caracteristico de esta enfermedad'**'*.
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3.2. REMODELACION DE LA MATRIZ EXTRACELULAR: MMP-2 Yy MMP-9

Las melatoproteasas, o MMP, son una familia de mas de 20 enzimas proteoliticas
dependientes de Zn** capaces de degradar componentes estructurales de la ECM,
comunmente glicoproteinas, asi como de procesar otras moléculas que funcionan como
mensajeros o factores de transcripciéon. Como ya se ha mencionado, la ECM esta formada
por una red de moléculas con distintas propiedades que otorga un soporte a las células de
un érgano y un medio de difusion de moléculas sefializadoras. Por tanto, la degradacién
de los componentes de la ECM permite la modificacion de la distribucién celular en un
tejido y la actividad de las MMP responde a multitud de estimulos tanto fisioldgicos como
patoldgicos, como factores de crecimiento, dafio tisular o citoquinas'®'>!. De hecho, se
sabe que las MMP participan en procesos de angiogénesis, embriogénesis, neurogénesis y
reparacion de tejidos, con funciones de proliferacion, diferenciacion y muerte celular.
Con estas propiedades, el desequilibrio en la actividad proteolitica de las MMP es un
mecanismo patoldgico encontrado en enfermedades como insuficiencia cardiovascular,
multiples canceres, enfermedad de Alzheimer y de Parkinson. Concretamente en el SNC,
una sobreexpresion de MMP puede causar, ademas de dafios en la ECM, disrupcién de la
barrera hematoencefdlica, degradacion de la mielina y dafio neuronal'**>. Diversas drogas
de abuso, como cocaina, anfetaminas, nicotina y alcohol pueden inducir una mayor
expresion y actividad de MMP-9 en diversas partes del cerebro. Las alteraciones
estructurales y moleculares derivadas del aumento de la funcién de estas enzimas

subyacen al establecimiento de las conductas de busqueda de droga'>*'>*.

Atendiendo a los sustratos que degradan y a la organizacion de sus dominios, las MMP
se dividen en varias categorias, de las cuales nos centraremos en la familia de las
gelatinasas, a la que pertenecen MMP-2 y MMP-9. Estas gelatinasas, llamadas también
gelatinasa A y B, respectivamente, degradan gelatina, colageno y elastina. MMP-2 se
expresa constitutivamente como proforma, la cual, mediante autolisis, da lugar a la forma
activa que se libera al espacio extracelular. Por su parte, MMP-9 tiene naturaleza inducible
y sus niveles en condiciones fisioldgicas se mantienen muy bajos, de manera que su
proforma es procesada por enzimas proteoliticas, como MMP-3 o tPA, en situaciones
patofisioldgicas, de estrés o inflamacion. Ademas, MMP-9, junto con su inhibidor TIMP-
1, se almacena en vesiculas y, una vez liberada al espacio extracelular, se acumula en zonas

cercanas a las sinapsis'"'*.
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Las gelatinasas han sido muy analizadas en relaciéon con los procesos de plasticidad
sinaptica, tanto por su funcién para modificar la ECM y la morfologia de las espinas
dendriticas como por su capacidad para procesar moléculas como factores de
crecimiento, neurotrofinas y otras moléculas implicadas en eventos sinapticos®”2.
Diversos estudios han comprobado que la interferencia con la actividad o expresion de
MMP-2 y, especialmente, MMP-9 puede relacionarse con defectos en LTP y LTD, fallos
de aprendizaje o cambios en los parametros electrofisiologicos de las sinapsis, resultados
que se han observado tanto en estudios preclinicos como en trabajos con humanos. Mas
especificamente, MMP-9 puede sufrir una induccién de su actividad tras la realizacion de

pruebas conductuales y tiene un papel esencial para el mantenimiento de la LTP

dependiente del receptor NMDA en el hipocampo”®!>%!%.

Se ha descrito que, durante eventos de LTP en hipocampo, el ARN mensajero de
MMP-9 se transporta hasta las espinas dendriticas donde, en respuesta a los impulsos
sinapticos, se traducird y activara'*®. Una de las consecuencias de la activacién de MMP-
9 es la induccion del reclutamiento de receptores NMDA desde compartimentos no
sinapticos a localizaciones sindpticas. Se piensa que la actividad degradativa de MMP-9
genera moléculas que a su vez son ligandos de integrinas, las cuales estan implicadas en
el trdfico de membrana de los receptores NMDA'®. Otras moléculas, como los -
distroglicanos, son sustratos de MMP-9 y colocalizan con receptores de glutamato
durante periodos de actividad neural. El aumento de la presencia y actividad de los
receptores NMDA conducird a un mayor flujo de iones Ca** que, tal y como se ha descrito,
promovera la progresion del impulso nervioso’. Ademas, la activacion de los receptores
NMDA provoca un aumento de los niveles proteicos de MMP-9, con lo que se genera un
mecanismo en bucle para seguir impulsando la LTP. Por el contrario, las evidencias
apuntan a que MMP-2 no cumple ninguna funcién en la inducciéon o mantenimiento de
la LTP. Sin embargo, dado que algunos de los sustratos de esta gelatinasa estan implicados
en plasticidad, como los P-distroglicanos o la laminina, no se puede excluir su
implicacion'®. Adicionalmente, si bien el grueso de la investigacion se ha centrado en la
plasticidad hipocampal, hay estudios que indican que MMP-9y, tal vez, MMP-2, pueden
tener una funcion en plasticidad no hipocampal, por ejemplo, en la corteza prefrontal o
el cerebelo. No obstante, aun no se ha determinado con solidez el papel de MMP-9 y
MMP-2 en la remodelaciéon de la ECM o el reclutamiento de receptores en plasticidad no

hipocampal’'°".
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Ademas de su papel en la formacion de la LTP, las MMP cumplen una funcién en
procesos de neurogénesis adulta, ya que la migracion de los neuroblastos desde los nichos
neurogénicos hasta su destino final requiere de la remodelaciéon de la ECM. Se ha
observado un aumento de la expresion de MMP-9 tras la induccion de la diferenciacion
de progenitores neurales, asi como en regiones infartadas en modelos de isquemia,
condicién en la que las MMP cobran gran importancia para la reparacion del area
afectada'®'"'®. El rol de las MMP en neurogénesis esta ligado a su funcidn en angiogénesis,
ya que el desarrollo de nuevas células cerebrales depende del aporte'®. Esta, a su vez, es
una de las claves de la implicacion de las MMP en procesos tumorales: la degradacion de
la ECM permite la disgregacion de las células cancerigenas de su tejido inicial,
favoreciendo la migracién de estas células a otros tejidos y, por tanto, promoviendo la

metastasis'®*

. En el cerebro, esta establecido que la expresion de MMP-9 esta aumentada
en gliomas, glioblastomas y astrogliomas, probablemente liberada al espacio extracelular
por la microglia. Ademas, los niveles de MMP-9 se pueden relacionar con el nivel de

malignidad y una peor prognosis del tumor'>>'¢'.

3.3. NEUROGENESIS

Durante mucho tiempo se creyd que el cerebro adulto contaba con un numero fijo de
células nerviosas que no se reponian en caso de dafo o pérdida una vez superado el
neurodesarrollo. Hoy se sabe que hay zonas del cerebro adulto que contienen
progenitores neurales con la capacidad de dividirse y generar células nerviosas en etapas
posteriores a la finalizaciéon del neurodesarrollo, proceso conocido como neurogénesis
adulta. Estas nuevas neuronas se integraran en circuitos especificos, contribuyendo al
funcionamiento de esa area y otorgando la posibilidad de generar nuevas conexiones que
respondan a una adaptacion al medio. Cabe decir que, si bien el estudio de la neurogénesis
adulta en modelos animales, mayormente roedores, es extenso y esta respaldado por
numerosos estudios, el alcance fisiologico de la neurogénesis en humanos es mas

complejo y controvertido!!®!%,

Los primeros estudios de neurogénesis adulta se llevaron a cabo en los afios 60, pero
esos resultados se cuestionaron profundamente. A partir de la década de los 90, el
desarrollo de nuevas técnicas de marcaje inmunohistoquimico y microscopia, junto con

la identificacion de marcadores especificos de linaje celular, posibilité numerosos avances
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en los estudios de neurogénesis'®. En el cerebro adulto, se han determinado dos nichos
neurogénicos, es decir, regiones cerebrales con las condiciones fisiologicas y metabdlicas
propicias para la proliferaciéon de progenitores neurales: el primero estd en la zona
subventricular, cuyos progenitores migran hacia el bulbo olfatorio cuando comienzan la
division; el segundo lo encontramos en el hipocampo, mas especificamente, en la zona
subgranular del giro dentado, desde donde los progenitores en proliferacion migran hacia
la capa de células granulares del giro dentado para integrarse en la circuiteria hipocampal
como células granulares maduras, el tinico tipo neuronal que se genera'’. Hay un tercer
nicho neurogénico, situado en el hipotdlamo, del cual se desconoce el destino final de

integracion de las células que genera'®®'®.

La neurogénesis adulta es un proceso con varias etapas, regulado espacial y
temporalmente a través de multiples factores de sefializacion y mecanismos epigenéticos
y que responde tanto a estimulos extrinsecos (por ejemplo, aprendizaje conductual o
ejercicio fisico) como a rutas de sefializacion intrinsecas. El ciclo desde que el progenitor
comienza su proliferaciéon hasta que genera una neurona completamente funcional e
incorporada en los circuitos preexistentes abarca aproximadamente 4 semanas. En ese
lapso, diferentes moléculas senalizadoras iran dirigiendo el destino de la célula, desde la
célula multipotente, hasta que se aboca a un linaje neural y comienza a exhibir marcadores
de neurona joven, para finalmente generar la neurona madura. No obstante, a partir de
esas 4 semanas, aun se tarda entre 2 y 4 meses hasta que una nueva célula sea
indistinguible de las que previamente integraban el circuito'®. Sin embargo, hay que tener
en cuenta que no solo la célula de nueva generacién completamente madura juega un
papel en la funciéon hipocampal, sino que la neurona inmadura ya comienza a desplegar
sus prolongaciones dendriticas y axonales a través de los circuitos hipocampales y
empieza a formar sus espinas dendriticas. Ademas, las neuronas inmaduras muestran
propiedades electrofisioldgicas distintas a las de las células maduras, como un umbral mas

bajo para la LTP, que desaparecen al alcanzar la madurez'”.

3.3.1.Marcadores de estados de maduracion de células en division

Las células granulares generadas por neurogénesis adulta progresan a través de una
serie de eventos finamente regulados desde que son progenitores hasta su forma final,

durante los cuales se irdan expresando marcadores que indicaran el estado de
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diferenciacién en el que se encuentra. La neurogénesis adulta se ha dividido en varias
etapas: proliferacion, diferenciacién, migracion, elongaciéon axonal y dendritica e
integracion sinaptica (Fig. 6). Durante las dos primeras fases, las células madres neurales,
también llamadas glia radial tipo 1, dan lugar a células progenitoras intermedias
proliferativas, o células tipo 2, que suponen el puente entre las células multipotentes
progenitoras y la célula ya determinada hacia un linaje neuronal. Este tipo 2 dard lugar a
los neuroblastos (tipo 3), lo que quiere decir que el destino celular ya ha sido especificado
y este progenitor dara lugar a una neurona. Marcadores como Ki67, Sox-2, nestina o la
proteina acidica fibrilar glial (GFAP) son tipicos de estas fases tempranas de la
neurogénesis. A partir de aqui, la célula en diferenciaciéon comienza la fase 3 o de
migracion, en la cual nos encontramos con neuronas inmaduras que migran una corta
distancia desde la zona subgranular hacia la capa de células granulares del giro dentado.
La proteina doblecortina (DCX) es probablemente la mds usada para marcar neuronas
inmaduras. Se trata de una proteina de unién al citoesqueleto, que promueve la
polimerizacién y estabilizacion de microtubulos y cuya expresién se limita casi
exclusivamente a neuronas en fase de diferenciacion, desde los estados de neuroblasto
hasta neurona inmadura. Ademas, también tiene un papel importante en el movimiento
de células de nueva generacién, por lo que es vital durante la fase de migracion.
Finalmente, en las fases de elongacion e integracién las nuevas neuronas mandan sus
proyecciones hacia el area CA3 a la vez que van adquiriendo un fenotipo de célula
madura. Esto quiere decir que la expresion de DCX se reduce a la misma vez que aumenta
la de la proteina NeuN (cuyo nombre oficial es, en inglés, RNA binding protein fox-1
homolog 3, Rbfox3, o neuronal nuclei antigen), marcador de referencia para neuronas
maduras, ya que se trata de una proteina soluble presente en el nucleo y citoplasma de

una gran mayoria de tipos de neuronas'’*'”%,
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Figura 6. Eventos neurogénicos. La proliferaciéon neuronal atraviesa una serie de fases desde la
division del progenitor hasta la formacién de una neurona madura que se integrara en el circuito
hipocampal. El marcador de estados inmaduros mas relevante es DCX y se expresa desde los
primeros dias de la etapa de neuroblasto hasta que la célula deja de migrar y comienza a integrarse
en el hipocampo. Imagen tomada de La Rosa et al., 2020'.

3.3.2.Moduladores moleculares de neurogénesis

La regulaciéon de la neurogénesis se lleva a cabo involucrando diversos factores,
moléculas mensajeras y mecanismos de sefializacion. Cada paso en la proliferaciéon y
diferenciacién de los progenitores neurales cuenta con moduladores especificos, que
facilitan una transicion dinamica entre las distintas fases. Uno de los principales factores
implicados en la regulaciéon de la neurogénesis es el factor neurotréfico derivado del
cerebro o BDNF. Se trata del factor neurotréfico mas estudiado en cuanto a su papel en
proliferacion, diferenciaciéon y maduracion neuronal y, ademas, esta intimamente ligado
ala induccion de LTP. BDNF pertenece al grupo de las neurotrofinas, junto con el factor
de crecimiento nervioso (NGF), la neurotrofina 3 y la neurotrofina 4. Estas neurotrofinas
ejercen sus acciones sefializadoras a través de la unién con dos tipos de receptores: p75,
al que se pueden unir todas, o los receptores de neurotrofina tirosina kinasa (Trk), que
son receptores de membrana de los que hay tres tipos con selectividad especifica por las
neurotrofinas (TrkA para NGF; TrkB para BDNF y neurotrofina 4; TrkC para
neurotrofina 3). Para los propdsitos de esta Tesis Doctoral, nos centraremos en la

sefializacidn a través de BDNF-TrkB!73.
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La unién de BDNF al receptor TrkB induce la dimerizacién ligando-receptor y la
autofosforilacion en residuos de tirosina (tirosina 515 y 816, o Tyr515 y Tyr816) en el
dominio intracelular del receptor. Esto activara las rutas intracelulares de transduccion
de sefiales, de las cuales hay tres principales iniciadas por la activacion de TrkB, derivando
cada una hacia una respuesta enfocada a la facilitacion de la supervivencia celular, la
proliferacion de nuevas neuronas o los mecanismos de plasticidad. La primera de estas
rutas es la ruta de las proteinas kinasas activadas por Ras-mitégenos (MAPK), que
promueve la diferenciaciéon y crecimiento celular. En segundo lugar, la ruta del
fosfatidilinositol 3-kinasa Akt (PI3K-Akt) favorece la supervivencia celular. Akt, también
llamada proteina kinasa B y de la que hay tres isoformas, incrementa su expresion en
situaciones de estrés o dafo celular, de ahi que tenga un rol relevante en sefalizacion de
supervivencia. Por ultimo, la ruta de la fosfolipasa Cy (PLCy) estd implicada en
plasticidad sinaptica. Esta tltima via es activada tras la fosforilacién en Tyr816, genera
una liberacion de Ca** de compartimentos intracelulares y activa las kinasas dependientes
de Ca*/calmodulina, las cuales al traslocar al nucleo activan el factor de transcripcion
conocido como proteina de union a los elementos respondedores a AMP ciclico (CREB).
La sefializacion a través de esta cascada modula la transcripcion de canales iénicos y otros
factores de transcripcidn que intervienen en la induccién de LTP hipocampal en las areas

CAly CA3™,

Se sabe que la expresion de BDNF en el hipocampo se induce por estimulos eléctricos
del tipo de la LTP, de la misma manera que el tratamiento de células hipocampales con
esta neurotrofina induce la iniciacién de la LTP. En el sentido contrario, se ha
comprobado que, en el hipocampo adulto, la inhibiciéon de la senalizacién de BDNF
mediante su receptor TrkB abole la LTP. Por otro lado, BDNF promueve la proliferacion
de los progenitores neurales y tanto la administracién hipocampal de BDNF como la LTP
inducida por BDNF desencadenan eventos de neurogénesis en la zona subgranular. Con
todo esto, la literatura cientifica cuenta con multiples evidencias de la relacién que existe
entre las acciones proneurogénicas de BDNF con los eventos de plasticidad sinaptica

hipocampal 717>,
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3.3.3.Proliferacion nerviosa no neuronal

Ademas de la generacién de nuevas neuronas, otros tipos celulares residentes del SNC
también pueden ser repuestos en respuesta a estimulos fisioldgicos o dafinos. El término
astrogénesis hace referencia a la diferenciacion de nuevas células astrociticas. Los
astrocitos comparten el mismo origen progenitor que las neuronas, es decir, provienen
de las células de la glia radial tipo 1. La generacién de nuevos astrocitos es vital para el
desarrollo yla regulacion de la formacion de nuevas conexiones sinapticas. La divergencia
del progenitor neural intermedio hacia el fenotipo astrocitico esta regulada por la via de
sefializacion de JAK/STAT, que revierte los mecanismos epigenéticos que reprimen genes
astrociticos, como GFAP, que es el marcador clasico para astrocitos. Otro factor a tener
en cuenta es que la neurogénesis es un activador clave de la astrogénesis, ya que se piensa
que las neuronas de nueva generacidn secretan citoquinas que estimulan la diferenciacién
de astrocitos'’®'”7. Por otro lado, también es importante indicar que se pueden dar
procesos de reprogramacion directa, de manera que, ante ciertos factores, los astrocitos
pueden revertir su destino celular y generar neuronas, sin tener que llegar al estado de

progenitor multipotente'”.

Por otro lado, encontramos la gliogénesis o microgliosis, o la generaciéon de nueva
microglia. Normalmente este proceso se pone en marcha tras la exposicion a un estimulo
dafino que genere condiciones proinflamatorias o de estrés celular, de manera que esta
nueva microglia se acumula en la zona de la lesién. A diferencia de las neuronas y los
astrocitos, y dado que su origen no radica en las células de la glia radial, la microglia
activada puede entrar en divisiéon proliferativa bajo estimulos patoldgicos. Diversos
modelos animales de patologias como la isquemia o la esclerosis lateral amiotréfica han
comprobado que la microglia puede promover una autorrenovacién in situ y aumentar
significativamente su poblacion en la zona perilesional. Ademas de la division de la propia
microglia, hay estudios que sugieren que en el SNC hay un reservorio de progenitores
microgliales de origen no periférico (es decir, no infiltran desde otras partes del
organismo), aunque su naturaleza no es muy conocida. Por tdltimo, parece que la
microglia también se puede generar desde un tipo especifico de pericitos vasculares que
se desdiferencian y adoptan un fenotipo microglial, aunque no se sabe qué alcance puede

tener este tipo de microglia en cuanto a las funciones que puede cumplir'”>'¥.
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4.3,3’-diindolilmetano

El 3,3’-diindolilmetano, o DIM, es un glucosinolato, compuestos principalmente
presentes en las plantas de la familia de las brasicaceas o cruciferas (brdcoli, coliflor, coles
de Bruselas, kale,...). DIM es el principal subproducto de la condensacién acida in vivo
del indol-3-carbinol (I3C), el cual, a su vez, procede de la hidrdlisis de la glucobrasicina.
En la literatura, DIM ha sido exhaustivamente estudiado por su notable eficacia como
agente antitumoral y hay una enorme cantidad de publicaciones respaldando las
propiedades anticancerigenas de DIM en multiples tipos de canceres'*'®?. Mds ain, DIM
se ha llevado a ensayos clinicos para determinar su potencial terapéutico frente a diversos

tumores!83-18

. Mas recientemente, varios trabajos han sugerido que DIM podria
encontrar un uso terapéutico para otras patologias no tumorales, como la colitis ulcerosa
o enfermedades neuroldgicas y neurodegenerativas, como la enfermedad de

Parkinson!$1%7,

Los mecanismos de acciéon de DIM abarcan varias estrategias, influyendo en los
procesos de proliferacion o en la potenciacion de vias de muerte celular y activacion de
mecanismos antioxidantes, entre otros'*®. La principal diana molecular de DIM es el
receptor de aril hidrocarburos (AhR), del cual es un agonista débil. E1 AhR es un receptor
citoplasmico de xenobioticos que cumple funciones en procesos como la proliferacion
neural, la supervivencia celular y la modulacién del sistema inmune. Como sensor de
contaminantes, el AhR es diana de una serie de compuestos quimicos tdxicos, como los
benzopirenos o el TCDD, de los cuales sefaliza su detoxificacion. Ademas, cuenta con
ligandos enddgenos, principalmente metabolitos del triptéfano, como la kinurenina o el
acido kinurénico, la bilirrubina o la lipoxina A'™. Por otro lado, DIM también interactta
con el receptor de estrogenos, del que es un antagonista. Este es otro de los mecanismos
antitumorales de DIM, ya que la inhibicién de este receptor puede ejercer efectos
antiproliferativos en tejidos que respondan a la sefializaciéon de este receptor, como el
utero o las mamas'®*. También en cancer, DIM frena la progresion metastasica gracias a
la inhibicién de la actividad de las metaloproteasas degradadoras de la ECM, con lo que

dificulta la migracion de células tumorales a otros tejidos'®.

Si bien el grueso de la investigacion con DIM se ha llevado a cabo con modelos de
cancer, recientemente se han diversificado los campos de estudio hacia otras patologias.

En relaciéon con el SNC, las propiedades neuroprotectoras de DIM se han estudiado
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mayormente en enfermedades neurodegenerativas, ictus isquémico y drogas de abuso.
Nuestro laboratorio ha publicado recientemente un trabajo en el que mostramos que el
tratamiento con DIM puede prevenir la neurotoxicidad serotoninérgica inducida por la
exposicion al compuesto anfetaminico MDMA™. En un experimento sobre el
metabolismo de la nicotina, el tratamiento con DIM aceleraba el procesamiento de la
droga por la induccién de la expresion de citocromos y producia efectos diferenciales
dependiendo del animal*'. Si bien no hay estudios que hayan determinado las acciones
de DIM sobre conductas o dafos inducidos por el consumo de EtOH, se sabe que, en el

higado, la deficiencia de AhR agrava la enfermedad hepatica alcohdlica'*

, mientras que
la activacion de este receptor mejora la enfermedad'®*"*. Por otro lado, el potencial de
DIM sobre la mejora o proteccion de procesos cognitivos no ha sido explotado,
encontrando solo un trabajo que aborda este aspecto, el cual demuestra que DIM puede

195 Por ultimo, un estudio con

generar efectos neuroprotectores ante dafio oxidativo
derivados parafenil sustituidos de DIM muestra que estas moléculas ejercen beneficios
para la memoria y la plasticidad sinaptica a través de la sefializacion por vias que implican

la participaciéon de BDNF y CREB™*.
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HIPOTESIS

Numerosos estudios han constatado las notables alteraciones cognitivas originadas por
la exposiciéon a EtOH en modelos de consumo tipo binge, patrén de ingesta mas comun
entre adolescentes y adultos jovenes. El hipocampo, clave en la funcién cognitiva de
memoria, es unas de las areas cerebrales mas afectadas por la toxicidad del EtOH. La
neurotransmision glutamatérgica se encuentra entre las dianas directas sobre las que el
EtOH ejerce sus efectos, modificando la funcionalidad y la expresion de los receptores y
propiciando un ambiente excitotéxico. Las acciones del EtOH sobre la sefializacion
glutamatérgica impactan directamente sobre la memoria, dado que es el principal sistema
de neurotransmision hipocampal que subyace a esta funcion. Por otro lado, diversos
trabajos han demostrado que la neurogénesis adulta hipocampal disminuye tras el
consumo de EtOH, afectando a los fenémenos neuroplasticos estimulados por los eventos
de memoria. Asimismo, el EtOH dispara la produccion de radicales libres y ROS, de lo
cual se deriva un estado de estrés oxidativo. Ademas de las alteraciones estructurales que
estas moléculas provocan en las membranas celulares y de la induccion de cascadas de
sefalizacion de muerte celular, se sabe que el estrés oxidativo modula los procesos de
proliferacién neuronal que tienen lugar en el hipocampo. Con todo esto, la exposicion a
EtOH induce alteraciones en distintos aspectos de la actividad hipocampal que daran

lugar a fallos en la funcion cognitiva de memoria.

El 3,3’-diindolilmetano, o DIM, es un compuesto presente de forma natural en los
vegetales de género Brassica que ha sido extensamente estudiado en cancer por su
potencial aplicacion terapéutica gracias a sus propiedades antiproliferativas y
antimetastasicas. En los ultimos afios se ha empezado a investigar en otros contextos
patologicos y, dentro del SNC, el tratamiento con DIM ha manifestado un caracter
neuroprotector, entre otros, por la inhibiciéon de muerte neuronal y por el despliegue de
mecanismos antioxidantes. Nuestro laboratorio ha encontrado recientemente evidencias

de la neuroprotecciéon por DIM en un modelo de toxicidad por la droga de abuso MDMA.

En base a estas consideraciones, se estableci6 la siguiente hipétesis: el tratamiento con
DIM ejerce mecanismos neuroprotectores que previenen el déficit de memoria

desencadenado por la exposicion a un modelo binge de EtOH.
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OBJETIVOS

Para contrastar esta hipoétesis, se plantearon los siguientes objetivos:

I.

II.

III.

IV.

VI.

Determinar los efectos del tratamiento con DIM sobre las alteraciones en la
memoria de reconocimiento de objeto tras la exposicion a un modelo binge de
EtOH.
a. Estudiar el efecto del tratamiento con DIM en la memoria de reconocimiento
a 20 h tras la ultima exposicion a EtOH en ratones macho: efecto del niamero
de dosis de DIM.

b. Estudiar el efecto del tratamiento con DIM en la memoria de reconocimiento
a7 dias tras la dltima exposicion a EtOH en ratones macho: efecto del momento
de administracién de DIM.

c. Estudiar el efecto del tratamiento con DIM en la memoria de reconocimiento
a 20 h tras la ultima exposiciéon a EtOH en ratones hembra.

Determinar los efectos del tratamiento con DIM sobre las alteraciones en el sistema

glutamatérgico inducidas por el binge de EtOH.

a. Estudiar la expresion de los receptores de glutamato NMDA, AMPA y mGlu2.

b. Estudiar el trafico a membrana del receptor AMPA.

c. Estudiar la expresion del transportador astrocitico de glutamato EAAT?2.
Determinar los efectos del tratamiento con DIM sobre las alteraciones en la
actividad degradativa de MMP-2 y MMP-9 inducidas por el binge de EtOH.
Determinar los efectos del tratamiento con DIM sobre las alteraciones en la
proliferacion de nuevas lineas neurales inducidas por el binge de EtOH.

a. Estudiar la supervivencia de neuronas, microglia y astrocitos de nueva

generacion.

b. Estudiar la supervivencia de neuronas inmaduras.

Determinar los efectos del tratamiento con DIM sobre las alteraciones en la ruta de
sefializacién neurogénica de BDNF inducidas por el binge de EtOH.

a. Estudiar la expresion de la neurotrofina BDNF.

b. Estudiar la expresion de la forma fosforilada del receptor TrkB, la kinasa Akt y

el factor de transcripcion CREB.
Determinar los efectos del tratamiento con DIM sobre las alteraciones en la

expresion de enzimas de defensas antioxidantes inducidas por el binge de EtOH.
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VIIL.Determinar los efectos del tratamiento con DIM sobre las alteraciones en la
expresion de proteinas implicadas en los eventos de fusion-fision mitocondrial

inducidas por el binge de EtOH.
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MATERIALES Y METODOS

1. Animales de experimentacion

Todos los procedimientos con animales se realizaron en ratones macho adultos
jovenes de la cepa C57BL/6], con un peso promedio comprendido entre 20-25 g y 8
semanas de edad. Adicionalmente, se llevo a cabo un experimento con ratones hembra de
la misma edad y peso comprendido entre 15-20 g. Todos los animales eran procedentes

de Envigo (Envigo RMS Spain S.L., Espana).

Los animales se mantuvieron en el animalario de la Universidad Complutense de
Madrid en condiciones de temperatura (21 + 2 °C) y humedad (50-55 %) controladas,
sometidos a ciclos invertidos de luz/oscuridad de 12/12 h y con libre acceso a comida y
agua. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con la normativa estipulada por el
Comité de Experimentacion Animal de la Universidad Complutense de Madrid y de la
Comunidad de Madrid, siguiendo la Regulacién Espafiola y Europea (Directiva Europea
2010/63/UE; Real Decreto 1337 de 1 de febrero de 2013; Orden ECC/566/2015, de 20 de

marzo).

2. Compuestos administrados

* Etanol absoluto (EtOH; 141086, Panreac AppliChem, Espafia; PubChem CID:
702). El compuesto puro se disolvié en solucidn salina (0.9 % NaCl) a una
concentracion del 15 % p/v para administracion intraperitoneal (i.p.) a dosis de 2
y 2.5 g/kg, en volumen de inyeccion de 13.33 y 16.67 mL/kg, respectivamente.

* 3,3’-diindolilmetano (DIM; D9568, Sigma-Aldrich, Merck, Espafia; PubChem
CID: 329798906). El compuesto se disolvid en solucién acuosa de 0.0125 % 2-
hidroxipropil-B-ciclodextrina, 10 % DMSO y 10 % Tween® 80 y se administrd por
via i.p. a dosis de 50 mg/kg, en volumen de inyecciéon de 10 mL/kg.

* 5-Bromo-2'-deoxiuridina (BrdU; B5002, Sigma-Aldrich, Merck, Espaiia;
PubChem CID: 24278270). El compuesto se disolvié en solucion salina (0.9 %
NaCl) a una concentracién de 7.5 mg/mL y se inyect6 por via i.p. a dosis de 75

mg/kg, en volumen de inyeccién de 10 mL/kg.
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3. Disefo experimental

3.1. MODELO DE ADMINISTRACION DE ETANOL EN BINGE MULTIPLE

Para la realizacion de la presente Tesis Doctoral se ha utilizado un modelo de binge
multiple con el que emulamos sesiones de consumo de alcohol abusivas en un periodo de
tiempo de 4 h, en las que la concentracién de EtOH en plasma alcanza aproximadamente
los 400 mg/dL en animales macho. Se ha descrito que unos niveles plasmaticos de EtOH
de 100 mg/dL en ratones se consideran equivalentes a las concentraciones alcanzadas en
humanos tras el consumo de EtOH tipo binge'’. Por otro lado, en humanos, el consumo
binge drinking se categoriza como extremo cuando se alcanzan picos muy elevados de
EtOH en sangre, lo que ocurre generalmente cuando la ingesta es 2 0 mas veces mayor
que los umbrales especificos de cada sexo (es decir, 8 o mas bebidas para las mujeres, 10
o mas para los hombres, en una tnica sesién)"’. Teniendo esto en cuenta, nuestro modelo
se podria describir como binge extremo, dado que, al final de cada sesion, las
concentraciones plasmaticas de EtOH alcanzan valores aproximadamente 4 veces

mayores a los definidos como binge drinking (es decir, alrededor de 400 mg/dL).

El modelo de binge multiple se realizé como se describe en Lacaille et al. (2015)". Los
animales de experimentacion se sometieron a sesiones de binge en las cuales recibieron 3
dosis de EtOH (15 % p/v, 0.9 % NacCl, i.p.) espaciadas cada 2 h entre si, siendo las dos
primeras dosis de 2.5 g/kg y la tercera de 2 g/kg. Los animales control recibieron
cantidades isovolumétricas de solucién salina (0.9 % NaCl, i.p.). Estas sesiones de binge
se repitieron cada 5 dias, durante un periodo de 15 dias, sometiendo a los animales, por
tanto, a un total de 4 sesiones de binge, designadas en la Figura 7 como dia 0 (Dy), Ds, D1

y Dis, respectivamente.

Dol 1] 2|34 [Def [ 7[8[5 Dyl fi2]13]14]Dse

3x EtOH 15% p/v 3x EtOH 15% p/v 3x EtOH 15% p/v 3x EtOH 15% p/v
s e s ™
2,5 g/kg 2,5 g/kg 2 g/kg

Figura 7. Esquema general del protocolo de binge miltiple de EtOH. El modelo se compone de 4 sesiones
de binge, cada una de ellas consistiendo en 3 administraciones intraperitoneales de EtOH, en un periodo de
15 dias.
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3.2.PROTOCOLO DE ADMINISTRACION DE DIM: ESTUDIOS CONDUCTUALES
PARA LA EVALUACION DE LA FUNCION DE MEMORIA
El primer estudio se disefi6 para evaluar si la administraciéon de DIM modificaba los
posibles efectos producidos por el consumo de EtOH tipo binge sobre la memoria de
reconocimiento a diferentes tiempos. Para ello, los animales fueron sometidos a la prueba
conductual de reconocimiento de objeto novedoso (NOR, por sus siglas en inglés, novel
object recognition; ver seccion 4.1.) 20 h o 7 dias después de la tltima administracién de
EtOH segun el protocolo de binge multiple. El compuesto DIM se administré a una dosis
de 50 mg/kg. Como se puede observar en la Figura 8, se plantearon 4 experimentos para

evaluar el efecto del tratamiento con DIM:

a) 4 dosis de DIM + NOR 20 h: se administraron 4 dosis de DIM los cuatro ultimos
dias del protocolo binge, 30 min antes de la primera inyecciéon de EtOH en el Dis.
A las 20 h tras la dltima exposicion de EtOH se realizo el test NOR (Di¢) (Fig. 8a).
Este experimento se realizd tanto con ratones macho como con ratones hembra.

b) 1 dosis de DIM + NOR 20 h: para determinar la influencia del numero de dosis en
la memoria de reconocimiento. Se administr6é una dosis tinica de DIM el D5, 30
min antes de la primera inyecciéon de EtOH. A las 20 h tras la altima exposiciéon de
EtOH se realizo el test de NOR (D;¢) (Fig. 8b).

¢) 4 dosis de DIM + NOR 7 dias: se administraron 4 dosis de DIM los cuatro ultimos
dias del protocolo binge, 30 min antes de la primera inyecciéon de EtOH en el Dis.
A los 7 dias tras la ultima exposicién de EtOH (D,,) se realizé el test NOR (Fig. 8c).

d) 4 dosis de DIM preNOR 7 dias: con el fin de evaluar si la eficacia del tratamiento
con DIM dependia del momento en el que se administrara con relacion al
momento de administracién del EtOH, se inyectaron 4 dosis de DIM (50 mg/kg)
los cuatro dias previos a la realizacion del NOR (Dis-D.1), ya fuera del protocolo de
4 sesiones de binge. A los 7 dias tras la ultima exposicion a EtOH y 24 h después de
la tltima dosis de DIM (Dy,), se realizo el test NOR (Fig. 8d).
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Figura 8. Estudio del efecto del consumo tipo binge de etanol y el tratamiento con DIM sobre la funcién

de memoria de reconocimiento. (a) NOR realizado a las 20 h tras la dltima exposicion de EtOH con 4 dosis
previas de DIM. (b) NOR realizado a las 20 h con 1 dosis previa de DIM. (c) NOR realizado a los 7 dias con
4 dosis previas de DIM, recibidas durante el periodo de protocolo binge. (d) NOR realizado a los 7 dias con

4 dosis previas de DIM, recibidas los 4 dias previos a la realizacion del NOR.

Tras evaluar los cambios en conducta inducidos por los diferentes protocolos de

administracion de DIM, se decidi6 realizar todos los estudios bioquimicos en animales

sometidos al protocolo de binge multiple con 4 dosis de DIM, representado en la Figura
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8a (sin el test de conducta). De esta manera, todos los experimentos se llevaron a cabo con

cuatro grupos experimentales:

= Salino + Vehiculo DIM.
= EtOH + Vehiculo DIM.
= Salino + DIM.
= EtOH + DIM.

Excepcionalmente, en los experimentos para la determinacion de niveles plasmaticos
de EtOH se omitieron los grupos Salino + Vehiculo y Salino + DIM (ver Materiales y
métodos, seccion 3.3.1.; Resultados, secciones 1.1.1. y 1.1.2.); por otro lado, en el
experimento destinado al estudio del trafico a membrana de receptores de glutamato, se
omitid el grupo Salino + DIM (ver Materiales y métodos, secciéon 3.3.3.1.; Resultados,

seccion 2.2.1.)

3.3. ESTUDIOS BIOQUIMICOS

Las determinaciones bioquimicas se realizaron en el hipocampo, dado que es un area
cerebral especialmente relevante en procesos de aprendizaje y memoria, y en plasma

sanguineo, en los estudios de metabolizacion del EtOH.

3.3.1.Metabolizacion del etanol
3.3.1.1. Efecto de DIM sobre la velocidad de metabolizacion del etanol

A raiz de las diferencias obtenidas en los experimentos de conducta entre los ratones
expuestos a EtOH que fueron o no tratados con DIM, se planted investigar si DIM ejercia
alguna accion sobre el metabolismo del alcohol. Tras la ejecucion del protocolo de binge
multiple, solo con los grupos EtOH y EtOH + DIM, se realiz6 un curso temporal en el que
se extrajo sangre de la cola a 2, 6 y 20 h tras la Gltima administraciéon de EtOH. El plasma

sanguineo se usé para determinar los niveles de EtOH plasmaticos (Fig. 9a).

3.3.1.2. Metabolizacion del etanol en plasma sanguineo en ratones macho y hembra
Al observar diferencias en los patrones conductuales entre sexos tras el tratamiento
con EtOH, se decidio analizar las posibles diferencias en la velocidad de metabolizacion

del EtOH entre machos y hembras. De nuevo, sometimos a ratones macho y hembra al
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protocolo de binge y procedimos a la extraccion de sangre de la cola en un curso temporal

al,2y6 htras la tltima administracion de EtOH para su posterior analisis (Fig. 9b).

b
Obtencion
de muestras

DIM (50 mg/kg) 2h 6h 20h

v I
D[ 112 3[40l 7 |3 [ D 47

3x EtOH 15% p/v o i

= b)

1h2h 6h

Obtencion
de muestras

&

Figura 9. Estudios sobre la metabolizacion del EtOH en plasma sanguineo. (a) Curva temporala 2,6y
20 h para evaluar el efecto de DIM sobre el metabolismo del EtOH. (b) Curva temporal a 1, 2y 6 h para
comparar la velocidad de metabolizacion del EtOH entre ratones macho y hembra.

3.3.2.Curso temporal del efecto de DIM sobre las alteraciones producidas por el
modelo de binge multiple en la actividad degradativa de metaloproteasas

A continuacidn, se procedio a estudiar el efecto de la exposicion al binge de EtOH y el
tratamiento con DIM sobre la actividad de dos metaloproteasas de matriz: las gelatinasas
MMP-2 y MMP-9. Tras el protocolo de binge multiple y el tratamiento con DIM, los
animales fueron sacrificados 1, 3 y 20 h tras la ultima exposicién a EtOH con la finalidad
de obtener una curva temporal de muestras de hipocampo, donde se ensayaria la actividad

de estas gelatinasas mediante degradacidn de sustrato por zimografia en gel.

3.3.3.Curso temporal del efecto de DIM sobre las alteraciones inducidas por el
modelo de binge multiple en los niveles de expresion de proteinas de
distintos procesos fisiologicos

Al igual que para los estudios de zimografia, se obtuvieron muestras de hipocampo de

ratones sometidos al binge de EtOH vy al tratamiento con DIM a distintos tiempos tras la
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finalizacion del protocolo, para estudiar cambios en la expresion de proteinas implicadas
en diferentes eventos celulares mediante western blot. A continuacidn, se detallan las
familias y proteinas ensayadas y los tiempos de estudio:
* Senalizacién glutamatérgica: receptores NMDA, AMPA, mGlu2 y transportador
EAAT?2 (analizadasa 1,3y 20 h).
* Gelatinasa MMP-9 (analizada a 1, 3 y 20 h).
* Ruta de sefalizacién de neurogénesis de BDNF: BDNF y formas fosforiladas de
pTrkB Tyr816, pAkt Ser473 y pCREB Ser133 (analizadas a 1, 3 y 20 h).
* Procesos de fusion-fision mitocondrial: OPA-1, mitofusina 2, DRP-1 y su forma
fosforilada pDRP-1 Ser616 (analizadas a 20 h).
* Defensas antioxidantes: catalasa, hemooxigenasa-1, NOX-2, NQO-1, superéxido

dismutasa 1y 2 (analizadas a 20 h).

3.3.3.1.Curso temporal del efecto de DIM sobre las alteraciones producidas por el
modelo de binge multiple en el trdfico a membrana de receptores de glutamato

Ademas de estudiar cambios en la expresion de los receptores de glutamato en el
hipocampo, se realizé un experimento para determinar cambios que se pudieran estar
produciendo en los procesos de integracion en membrana o reciclaje de los receptores de
glutamato, con el fin de establecer los posibles efectos del binge de EtOH vy el tratamiento
con DIM sobre receptores funcionales. Por exigencias temporales del protocolo, para este
experimento se omitio el grupo Salino + DIM.

Los ratones se sometieron al protocolo binge y al tratamiento con 4 dosis de DIM, tras
lo cual se sacrificaron a 1, 3 y 20 h tras la ultima exposicion. Los hipocampos de los ratones
fueron procesados inmediatamente tras su obtencion y sometidos a biotinilaciéon de
superficie. Esta técnica consiste en marcar con biotina exclusivamente los dominios de
proteinas que se encuentren expuestos en la cara extracelular de la membrana plasmatica,
dado que la biotina establece uniones con otras proteinas pero no atraviesa la membrana
celular. Posteriormente, el tejido se disgrega y, mediante ciclos de centrifugacion, las
proteinas unidas a biotina se precipitan usando perlas de estreptavidina, una proteina que
se une con altisima afinidad de manera no covalente a la biotina. Asi, se obtiene un
extracto enriquecido en proteinas localizadas en la membrana plasmatica que poseen

dominios extracelulares.
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3.3.4.Estudios sobre neurogénesis y supervivencia neural
3.3.4.1. Efecto de DIM sobre la supervivencia de células de nueva generacion

El siguiente experimento tenia como objetivo estudiar el impacto del binge de EtOH
sobre la supervivencia de distintos tipos celulares neurales que estuvieran en proceso de
diferenciacion, asi como el posible papel neuroprotector de DIM.

La bromodeoxiuridina (BrdU) es un nucledtido sintético que, por su analogia
estructural con el nucledtido timidina, es capaz de incorporarse en el ADN de células que
se encuentren en la fase de division del ciclo celular. Por esta propiedad, la BrdU se ha
usado como herramienta para estudiar procesos de proliferacion y diferenciacion celular.
En nuestro caso, analizamos la neurogénesis con el marcador de neurona madura NeuN;
la gliogénesis con el marcador Iba-1 (del inglés, ionized calcium-binding adapter molecule
1); y la astrogénesis con el marcador de astrocito maduro GFAP. Para ello, realizamos
estudios de colocalizacion por técnicas de inmunohistoquimica en los que las secciones
coronales del hipocampo fueron incubadas con anticuerpos dirigidos frente a BrdU y el
marcador del linaje celular correspondiente.

El proceso de division, diferenciacién y maduracion por el que un progenitor neural
termina convirtiéndose en una neurona madura funcional se desarrolla a lo largo de
aproximadamente 4 semanas. Veintiocho dias antes del sacrificio, los ratones recibieron
4 dosis de 75 mg/kg de BrdU, con lo que marcariamos las células que en ese momento
comenzaban a dividirse. Después de 12 dias, los animales fueron sometidos al protocolo
de binge multiple y al tratamiento con DIM, por lo que esas células marcadas con BrdU
fueron expuestas a los efectos del EtOH y de DIM cuando se encontraban en proceso de
diferenciaciéon y maduracion celular. Tras la finalizacién del protocolo de binge, se
sacrifico a los animales a las 20 h tras la ultima exposicién a EtOH, con lo que
analizarfamos si esos progenitores neurales que comenzaron a generar nuevas células
habrian sobrevivido al efecto del EtOH y habian conseguido llegar a formar una célula

madura (Fig. 10).
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Figura 10. Estudio del efecto del modelo de binge multiple y el tratamiento con DIM sobre la
supervivencia de células de nueva generacion. BrdU se administrd 28 dias antes de la extraccion de tejidos
para permitir la conclusiéon de un ciclo completo de diferenciaciéon y maduracion celular. Al finalizar el
modelo, los animales fueron sacrificados y los cerebros extraidos por fijacion en paraformaldehido.

3.3.4.2. Efecto de DIM sobre la supervivencia de neuronas inmaduras

El concepto de este experimento es similar al anterior, pero el objeto de estudio serian
neuronas inmaduras, es decir, que comenzaron a dividirse una vez implementado el
modelo binge. Con ello, lo que buscamos estudiar es qué le ocurre a la respuesta de
neurogénesis hipocampal que se activa una vez expuesto el cerebro al impacto del
consumo de EtOH.

La doblecortina, o DCX, es una proteina de asociacion a microtubulos que se expresa
en neuronas en desarrollo en las primeras etapas de su ciclo de maduracion. Esto quiere
decir que el progenitor neural expresa DCX hasta aproximadamente el dia 14 tras el
comienzo del ciclo de diferenciacién. A medida que avanza el proceso, la cantidad de DCX
disminuye a partir del dia 14, coincidiendo con el aumento de NeuN, que comienza a
aparecer cuando ya la neurona es funcional. Segun el desarrollo de nuestro modelo de
administraciéon de EtOH, al analizar DCX como marcador estariamos seleccionando
neuronas inmaduras que comenzaron su proliferacién una vez comenzado el protocolo
de binge. En este experimento, los animales fueron sometidos al binge multiple y al
tratamiento con DIM vy se sacrificaron a las 20 h tras la ultima administraciéon de EtOH

(Fig. 11).
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Figura 11. Estudio del efecto del modelo de binge multiple y el tratamiento con DIM sobre la
supervivencia de neuronas inmaduras. Los animales fueron sometidos al binge multiple y tratados con 4
dosis de DIM. Al finalizar el modelo, los ratones fueron sacrificados y los cerebros se sometieron a fijaciéon
en paraformaldehido. Con este planteamiento se estudi6 la supervivencia de neuronas jévenes.

4.0btencion, procesamiento de muestras y técnicas

experimentales

4.1. CONDUCTA: TEST DE RECONOCIMIENTO DE OBJETO NOVEDOSO

El test de reconocimiento de objeto novedoso, o NOR, se realizo siguiendo la
metodologia descrita previamente'”. Como arena para realizar la prueba de conducta
utilizamos cajas cuadradas abiertas (24 x 24 x 15 cm) y los objetos de exploracion fueron
dos piedras pequefias de rio y un juguete de plastico no téxico. En cada ronda, se
colocaron conjuntamente cuatro cajas en el suelo de la habitacién de conducta, la cual
estaba iluminada por una fuente de luz roja. Una camara Sony DCR-DVD310E (Sony,
Japon) permitio la grabacion simultanea de cuatro ratones en cada ronda.

Esta prueba se realizo en dos dias: primero, la fase de habituacion y, al dia siguiente, la
fase de registro. En la fase de habituacion, el ratén se puso en el centro de la caja vacia
para explorar libremente el ambiente durante 2 min. Se limpid la caja con EtOH al 70 %
antes de introducir el siguiente animal. En la fase de registro, el animal se introdujo en la
arena de test con las dos piedras colocadas en uno de los lados de la caja, separadas entre
siy a5 cm de la pared, y se le permitié explorar libremente las piedras durante 3 min.
Transcurrido este tiempo, se saco al raton de la caja durante 1 min, periodo conocido

como intervalo de retencidn, y se le alojo en una jaula provisional. Durante este minuto,
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una de las piedras se sustituyd por el juguete. Al finalizar el intervalo de retencidn, se
devolvio al ratén a la arena de prueba durante otros 3 min para la fase de test, en la que el
animal volveria a explorar los objetos presentes en la caja (Fig. 12). En cada ronda de
grabacion se rot6 el lado de la caja donde se colocaban las piedras (arriba, izquierda, abajo,
derecha), asi como la piedra sustituida (derecha o izquierda), con el fin de aleatorizar los
posibles efectos ambientales que pudiera interferir con el test, como la orientacion de los

objetos o la iluminacién de la sala.

Pretest (3 min) @« Test (3 min)

Retention interval
(1 min)

es® W™ T 1" m

Figura 12. Esquema representativo del paradigma utilizado durante la prueba NOR. Imagen creada en
Biorender.com.

El indice de discriminacién (ID) es el factor que se utilizé como indicativo del estado
de la funciéon de memoria de reconocimiento. Se trata de una relacion que se obtiene a
partir de la diferencia de tiempo que pasa el raton explorando el objeto nuevo (tx) frente
al familiar (t¢) y el tiempo de exploracion total, expresado como porcentaje:

ty —t
ID (%) = Hx 100
N F

El resultado del analisis de los videos con la prueba de conducta NOR (ver Resultados,
seccion 1) se expresa como la media de medias de varios investigadores, los cuales

desconocian la asignacion de los tratamientos.

4.2. OBTENCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

4.2.1.Plasma sanguineo

Se obtuvo sangre de la cola para la determinacion de la concentracién de EtOH en
plasma. La extraccion se realiz6 mediante una incisiéon de 1 mm, extrayendo 25 pL de
sangre usando una pipeta con 5 pL de EDTA, para evitar la formacién de coagulos. La
sangre se recogio en tubos de 1.5 mL con EDTA al 10 %, se centrifugé a 1300 x g (Sorvall
ST 8R Centrifuge, Thermo Fisher Scientific, Espafia) a 4 °C durante 10 min y se recogio

el plasma, que se congeld a -80 °C, hasta su posterior procesamiento y utilizacién.
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4.2.2.Tejido cerebral

El cerebro se disecciond sobre hielo para extraer los hipocampos y, para los
experimentos de western blot y zimografia, estos se almacenaron a -80 °C hasta su
procesamiento. En el caso del experimento de biotinilacion de superficie, los hipocampos
se procesaron en fresco, inmediatamente después de su extraccion, y al finalizar la
homogenizacidn, cuantificacion de concentracion proteica y precipitacion de muestras,
se congelaron a -20 °C hasta su uso en los ensayos correspondientes. En el caso de los
experimentos de inmunohistoquimica, el cerebro se extrajo completo tras la perfusion y

se congeld a -20 °C hasta su estudio

4.3. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE ETANOL EN SANGRE

La concentracién de EtOH en plasma se determind en un analizador de EtOH (AM1
Alcohol Analyser, Analox, Reino Unido). El ensayo esta basado en la oxidacion del EtOH
por la enzima alcohol deshidrogenasa en presencia de oxigeno molecular. Bajo
condiciones apropiadas, la velocidad maxima de consumo de oxigeno es directamente
proporcional a la concentraciéon de EtOH. Los niveles de EtOH en plasma se expresaron

en mg/dL, usando como estandar de EtOH una solucién de concentracién 100 mg/dL.

4.4. CUANTIFICACION DE LA CONCENTRACION PROTEICA EN HOMOGENADOS
TOTALES

La determinacion de la concentracion de proteinas en las muestras usadas tanto para
zimografia como para western blot se realiz6 mediante una modificacién del método de
Lowry, siguiendo el ensayo colorimétrico comercial DC Assay Protein (Bio-Rad,
EE.UU.). La reaccidn se basa en la reduccién del reactivo de Folin tras la unién, en medio
alcalino, de iones Cu’* a residuos aromaticos de las proteinas, que genera un color azul en
la muestra®®.

Se utilizaron 5 puL de la muestra homogenizada, a la cual se afiadieron 25 pL de una
mezcla en proporcion 50:1 de solucion alcalina de tartrato de cobre y solucién surfactante.
A continuacién, se anadieron 200 pL de reactivo de Folin diluido y la reaccion se dejé
incubar durante 5 min, en los que la muestra adquirié un color azul, debido al reactivo de

Folin reducido, de intensidad proporcional a la cantidad de proteina presente. Tras los 5

min, se determind la absorbancia de la muestra a una longitud de onda de 750 nm
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(ELX8080 IU, Ultra Microplate Reader, Bio-Tek Instruments Inc., EE.UU.) y se interpol6
este valor en una recta estandar realizada a partir de concentraciones conocidas de
albimina de suero bovino (BSA), ensayadas en el mismo momento y en las mismas
condiciones que las muestras. Cada muestra experimental y de la curva estandar fue

analizada por triplicado.

4.5.7ZIMOGRAFIA Y WESTERN BLOT

4.5.1.Procesamiento de hipocampos para la determinacion de la actividad
enzimatica de metaloproteasas por zimografia y de la expresion de
proteinas por western blot

El hipocampo se homogeniz6 en proporcion 1:10 (p/v) en tampoén de lisis (Tris base
50 mM, NaCl 100 mM, MgCl, 2 mM, NP-40 1 %, pH 7.4), en el caso de los ensayos de
zimografia y en la determinacion de proteinas de sefializacion glutamatérgica y MMP-9,
o en tampo6on RIPA (Tris base 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, NP-40 1 %,
deoxicolato sédico 0.5 %, SDS 0.1 %, pH 7.4), en el caso de las proteinas mitocondriales,
de defensas antioxidantes y de sefializacion de la ruta de BDNF. En ambos casos se
suplementaron con inhibidores de proteasas al 5 % y de fosfatasas al 1 % (Sigma-Aldrich,
EE.UU.) y manteniendo el tejido en hielo durante todo el proceso. La disgregacion del
tejido se realiz6 con el equipo TissueLyser II (QIAGEN, EE.UU.) utilizando bolas de acero
inoxidable, mediante 3 pulsos de 45 s a 30 Hz, y posterior centrifugacion a 16200 x g
(Sorvall ST 8R Centrifuge, Thermo Scientific, Espafia) durante 10 min a 4 °C. El

sobrenadante se recogid y congel6 a -20 °C hasta el momento de su utilizacion.

4.5.2.Procesamiento de hipocampos para el ensayo de biotinilacién de
superficie de receptores de glutamato

El hipocampo extraido se incubd inmediatamente en solucién de liquido
cefalorraquideo artificial (aLCR; NaCl 119 mM, NaHCO; 26.2 mM, KCI 2.5 mM,
NaH,PO, 1 mM, MgCl, 1.3 mM, CaCl, 2.5 mM, glucosa 11 mM, pH 7.4) durante 30 min,
burbujeado con carbégeno (95 % O, 5 % CO,). A continuacioén, el tejido se incubd
durante 45 min en solucion de biotina (EZ-Link™ Sulfo-NHS-SS-Biotin, ThermoFisher
Scientific, Espafia, 4 mM en aLCR). Tras 2 incubaciones de 15 min en solucién de

quenching (glicina 100 mM en aLCR), para detener la reaccidon de unién de la biotina, el
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tejido se homogenizo6 en un volumen fijo de 1 mL de tampén de lisis (KH,PO, 0.1 mM,
NaCl 15 mM, Na,HPO,4 3 mM, CaCl, 100 mM, MgCl, 100 mM, Triton X-100 1 %, SDS
0.1 %, pH 7.4) suplementado con inhibidores de proteasas (1 %) y fosfatasas (5 %) en
TissueLyser II tal como estd descrito anteriormente. Para asegurar la completa
solubilizacion del tejido en el tampdn de lisis, se incubaron los homogenados en rotacion
durante 30 min a 4 °C. Por dltimo, se centrifugaron las muestras a 14000 x g (Sorvall ST
8R Centrifuge, Thermo Scientific, Espafia) durante 10 min a 4 °C y se conservo el
sobrenadante con el lisado total del que se determind su concentracion proteica.

Se tom¢ una alicuota de la muestra conteniendo las proteinas biotiniladas (150 pg de
proteina) y se incub6 con 50 pL de solucién de perlas con neutravidina conjugada
(Pierce™ NeutrAvidin™ Agarose, ThermoFisher Scientific, Espana) durante 1 h a 4 °C.
Tras esto, se procedi6 con 3 lavados a temperatura ambiente para precipitar los complejos
de agarosa con la proteina biotinilada: se centrifugd la muestra a 500 x g (Hermle Z 400
K, Hermle Labortechnik GmbH, Alemania) durante 1 min, se desechd el sobrenadante y
se aftadieron 500 pL de buffer de lisis, se agitaron durante 5 min, tras lo que se repitio el
lavado. Al finalizar los lavados, el precipitado contenia la muestra de proteinas

biotiniladas, que se almacenaron a -20 °C hasta su posterior uso.

4.5.3.Zimografia en gel

La zimografia en gel se utiliz6 para la determinaciéon de la actividad gelatinasa de
MMP-2 y MMP-9 en hipocampo. La separacion de las formas activa y proforma de ambas
enzimas se llevo a cabo mediante geles de poliacrilamida al 8 %, conteniendo gelatina al 2
% como sustrato enzimatico de dichas metaloproteasas.

Las muestras se diluyeron en proporcion 3:1 en tampon de carga no reductor (Tris-
HCl1 0.5 M, SDS 10 %, glicerol 10 %, azul de bromofenol, pH 6.8) y se calentaron durante
5 min a 37 °C. De cada muestra se carg6é un total de 15 ug de proteina total. La
electroforesis se desarroll6 en condiciones de voltaje constante (120 V) durante 2 h.

Tras la electroforesis, los geles se sometieron a 3 lavados de 20 min en tampdn de
activacion (Tris-HCI 50 mM, CaCl, 6 mM, ZnCl, 1,5 uM, pH 7.4), suplementado con
Tween®-20 al 2.5 %, con el objetivo de eliminar la unién reversible del SDS a las proteinas
y permitir su renaturalizacidn y recuperacion de la actividad enzimatica. Posteriormente,

se incubaron los geles en tampoén de activacion a 37 °C durante 7 dias. Transcurrido este
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tiempo, los geles se tifieron con azul de Coomassie (Coomassie Brilliant Blue R-250, Bio-
Rad, Espafia) y a continuacion se destifieron con una solucién de acido acético al 10 % y
metanol al 40 %, lo que permiti6 visualizar bandas decoloradas debido a la ausencia de
gelatina, correspondientes a la actividad enzimatica de las metaloproteasas ensayadas. Las
condiciones de tiempo de incubacion y de lavado de los geles se establecieron en un
experimento previo disefiado para tal fin, asegurando la proporcionalidad entre la
concentraciéon proteica, actividad enzimatica e intensidad de decoloraciéon del gel.
Finalmente, los geles se escanearon y se procesaron las imagenes para obtener las bandas
a analizar. La intensidad de las bandas correspondientes a la degradacion de sustrato se

cuantificé mediante el programa Image J Software version 1.53r (NIH, EE.UU.).

4.5.4. Western blot

Para determinar la expresion de proteinas en el hipocampo se utiliz6 la técnica de
western blot. Con ello, analizamos receptores y transportadores de glutamato, factores de
sefializacion de la ruta de BDNF, proteinas de la dindmica de fusion-fision mitocondrial
y enzimas antioxidantes.

Las muestras se diluyeron en tampon de carga reductor (Tris-HCI 0.5 M, SDS 10 %,
glicerol 10 %, p-mercaptoetanol 5 %, azul de bromofenol, pH 6.8) y se sometieron a
electroforesis SDS-PAGE utilizando geles de acrilamida de porcentaje entre 7 y 15 % en
funcién del peso molecular de la proteina. La electroforesis se llevé a cabo en condiciones
de voltaje constante (120 V).

Tras la electroforesis, las proteinas del gel fueron transferidas a membranas de
nitrocelulosa o PVDF, en condiciones de amperaje constante (200 mA). Para proteinas
de bajo peso molecular (<100 kDa) se utilizé una transferencia semi-seca (Trans-Blot®
Turbo™ Transfer System, Bio-Rad, EE.UU.) y las proteinas con alto peso molecular se
sometieron a transferencia humeda con un tampoén compuesto de Tris-HCl 25 mM,
glicina 192 mM y metanol al 20 % durante 2 h a 4 °C. La correcta transferencia de las
proteinas a la membrana se comprobé mediante tinciéon con Rojo Ponceau.

Con el objetivo de minimizar las uniones inespecificas del anticuerpo, las membranas
se bloquearon en TBS (Tris Base 0.5 M, NaCl 1.5 M, pH 7.5) suplementado con 5 % BSA
o leche desnatada durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, para el

reconocimiento de la proteina de interés, las membranas se incubaron con los
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correspondientes anticuerpos primarios durante 16 h a 4 °C, en agitaciéon suave. Como
control de carga se analiz6 la expresion de P-actina. Tras lavados en TBST (TBS con
Tween®-20 0.1 %), las membranas se incubaron durante 1 h y a temperatura ambiente con
el correspondiente anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano o, en el
caso de la B-actina, con fluorocromo. En la Tabla 1 se describen las caracteristicas y
condiciones de uso de los anticuerpos primarios y secundarios empleados.

La inmunorreactividad de las bandas se detecté mediante un sistema de
quimioluminiscencia para western blot (ECL Western Blotting Detection Kit®, o bien, ECL
Plus Western blotting detection kit®, Thermo Fisher Scientific, EE.UU.) que permite la
oxidacidn catalizada del luminol por acciéon de la peroxidasa de rabano (HRP, del inglés,
horseradish peroxidase) acoplada a los anticuerpos secundarios, seguido de la exposicién
de las membranas al equipo de imagen Odyssey® XF Imaging System (LI-COR Inc.,
EE.UU.). La cuantificacion de la densidad de las bandas se realizo utilizando el programa
Image ] Software version 1.53r (NIH, EE.UU.). El valor de cada muestra se normaliz6 en
referencia a la inmunorreactividad de la proteina P-actina, detectada en la misma

membrana mediante el equipo Odyssey®, medido por fluorescencia a 700 nm.
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Tabla 1. Lista de anticuerpos primarios y secundarios utilizados en los ensayos de western blot.

Anticuerpos primarios

Estudio Proteina diana |Huésped Dilucion|Bloqueo| Casa comercial Ref.
EAAT2 Conejo | 1:1000 | BSA Abcam ab41621
o, GluAl Conejo | 1:1000 | BSA | Cell Signaling | #13185
Sefializacién - - -
glutamatérgica GluN2A Conejlo 1:1000 | BSA | Cell S%gnal%ng #4205
GluN2B Conejo | 1:1000 | BSA | Cell Signaling | #4207
mGluR2 Ratéon | 1:1000 | BSA Abcam ab15672
Metaloproteasas MMP-9 Conejo | 1:1000 | BSA Millipore AB19016
DRP-1 Conejo | 1:1000 | BSA Cell Signaling #8570
Fusion-fision Mitofusina 2 | Conejo | 1:1000 | Leche | Cell Signaling | #9482
mitocondrial OPA-1 Conejo | 1:1000 | Leche Abcam ab42364
pDRP-1 Ser616 | Conejo | 1:1000 | BSA | Cell Signaling | #4494
Catalasa Conejo | 1:1000 | BSA Calbiochem 219010
Hemooxigenasa-1| Conejo | 1:1000 | BSA Abcam ab13243
Defensas NOX-2 Conejo | 1:1000 | BSA Abcam ab129068
antioxidantes NQO-1 Conejo | 1:1000 | BSA Abcam ab34173
SOD-1 Conejo | 1:1000 | BSA Abcam ab16831
SOD-2 Conejo | 1:5000 | BSA Abcam ab13533
Akt Ratén | 1:500 BSA Santa Cruz sc-5298
BDNF Conejo | 1:500 | Leche Abcam ab108319
CREB Ratéon | 1:1000 | BSA | Cell Signaling | #9104
Ruta de BDNF TrkB Raton | 1:1000 | BSA Santa Cruz = |sc-377218
pAkt Ser473 | Conejo | 1:1000 | BSA | Cell Signaling | #9271
pCREB Ser133 | Conejo | 1:1000 | BSA | Cell Signaling | #9198
pTrkB Tyr816 | Conejo | 1:1500 | BSA Millipore ABN1381
Control de carga B-actina Ratén | 1:10000 | BSA | Sigma-Aldrich | A5441
Proteina diana Deteccion Huésped|Dilucion| Casa comercial Ref.
IgG de conejo Conjugado con HRP Cabra | 1:10000 Millipore 12-348
IgG de ratén Conjugado con HRP Cabra |1:10000 | Calbiochem 401215
16G de raton | Comugadocon fluordforo | o000 | FFCOR a6 68070
IRDye® 680RD Biosciences
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4.6. INMUNOHISTOQUIMICA

Los estudios de inmunohistoquimica se destinaron al analisis de supervivencia de

linajes neurales de nueva generacion y la supervivencia de neuronas inmaduras.

4.6.1.Procesamiento de cerebros para la obtencidon de secciones hipocampales

Tras la sedacién terminal del animal con pentobarbital sédico (Dolethal, 120 mg/kg
i.p., Vetoquinol, Espafa), se abrid la caja toracica y se realizé una puncién cardiaca en el
ventriculo izquierdo para acceder a su sistema circulatorio. A continuacion, se procedio
con un lavado con tampédn fosfato 0.1 M (PB, Na,HPO, 80 mM, NaH,PO, 20 mM, pH
7.4) durante 5 min y se fijaron los tejidos con paraformaldehido (PFA, 4 % en PB 0.1 M;
Panreac AppliChem, Espafia) durante otros 5 min. Ambos procesos se realizaron con una
bomba peristaltica de perfusion (Minipuls® 3, Gilson, Espaia), a un flujo continuo de 18
mL/min. Se extrajo el cerebro completo y se incubd 16 h en PFA 4 % para asegurar la
fijacion completa del tejido. A continuacion, se lavaron los cerebros 3 veces en PB 0.1 M
y se incubaron en solucién de sacarosa (30 % en PB 0.1 M) durante 24 h a 4 °C.
Transcurrido este tiempo, se almacenaron a -20 °C envueltos en Parafilm® hasta su
utilizacion.

Los cerebros extraidos se adhirieron a un soporte metalico utilizando el pegamento
Tissue-Tek® (Sakura Finetek Europe B.V., Paises Bajos) y se obtuvieron cortes coronales
seriados de hipocampo de 30 um en el criostato Leica CM1950 (Leica Microsystems,
Alemania). Las coordenadas para acotar la regién hipocampal se calcularon mediante un
atlas anatomico de cerebro de ratén*”', tomando como referencia la coordenada de lalinea
de Bregma desde -1.34 mm hasta -2.80 mm. Las secciones se almacenaron en solucién
crioprotectora (30 % glicerol, 40 % etilenglicol en PB 0.1 M) a -20 °C hasta su utilizacion

para los experimentos de inmunohistoquimica.

4.6.2.Supervivencia de células neurales de nueva formacion: colocalizacion con
BrdU

Dado que BrdU es un andlogo de la timidina que se incorpora en el ADN de células en
divisiéon, es necesario desnaturalizar el ADN en un proceso denominado
desenmascaramiento de antigeno, para exponer el nucledtido y que asi pueda ser

reconocido por el anticuerpo especificamente dirigido frente a él. Para ello, tras atemperar
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las muestras durante 30 min y realizar 3 lavados de 5 min con PB 0.1 M para retirar los
restos de solucion crioprotectora, las secciones hipocampales se incubaron con HCl 2 N
durante 30 min en bafo de agua a 37 °C. Se lavaron 3 veces con PB 0.1 M y se incubaron
durante 10 min a temperatura ambiente con tetraborato sédico 0.1 M a pH 8.5
neutralizando la reaccién del HCL. Seguidamente, se realizaron otros 3 lavados con PB 0.1
M y se procedid a bloquear los tejidos, para evitar uniones inespecificas, durante 1 h a
temperatura ambiente en PB 0.1 M, 10 % suero normal de burro (NDS) y 0.1 % Triton X-
100. Seguidamente, se incubaron con el anticuerpo primario dirigido frente a BrdU y el
anticuerpo contra la proteina marcadora de linaje (NeuN, Iba-1 o GFAP), diluidos en
buffer de bloqueo, durante toda la noche a 4 °C en agitacion orbital. A continuacion, tras
lavados en buffer de bloqueo, los cortes hipocampales se incubaron durante 2 h a
temperatura ambiente y en agitacion orbital con el anticuerpo secundario, detectando la
emision del anticuerpo secundario para BrdU en color rojo (Alexa Fluor® 594) y en color
verde (Alexa Fluor® 488) para los marcadores de linaje celular (Tabla 2). Para terminar, se
volvieron a lavar los tejidos 5 veces durante 5 min con PB 0.1 M, tras lo que se extendieron
los tejidos en un portaobjetos (SuperFrost Plus™, Thermo Fisher Scientific, Alemania) y
se dejaron secar. Se anadié el medio de montaje Prolong™ suplementado con DAPI
(ProLong™ Gold Antifade Reagent with DAPI, Invitrogen, Espafia) y se cubri6 la muestra
(Epredia™ Cubreobjetos para microscopio Menzel-Glaser™, Thermo Fisher Scientific,
Alemania) para su estudio y almacenamiento.

Para el analisis, se procedi6 al contaje del nimero total de células que coexpresaran
BrdU junto con el marcador de linaje celular correspondiente, esto es, BrdU*/ NeuN",
BrdU*/ Iba-1* y BrdU*/ GFAP*, expresado como porcentaje sobre la misma relacion en
el grupo control. Las imagenes se obtuvieron por microscopia confocal (Leica TCS SP-8,
Leica Microsystems, Alemania) y se procesaron mediante el programa Image]. El contaje
de células doblemente positivas se realiz6 manualmente, en el giro dentado, en cada sexta

seccion coronal a lo largo de todo el hipocampo.

4.6.3.Neurogénesis hipocampal: marcaje de neuronas inmaduras

Tras atemperar las muestras durante 30 min y realizar 3 lavados de 5 min con PB 0.1
M para retirar los restos de solucion crioprotectora, las secciones hipocampales se

bloquearon en PB 0.1 M, 5 % NDS y 0.3 % Triton X-100 durante 1 h a temperatura
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ambiente para evitar uniones inespecificas. A continuacion, se incubaron los tejidos con
el anticuerpo primario anti-DCX diluido en buffer de bloqueo, durante toda la noche a 4
°C en agitacidn orbital. Tras 5 lavados de 5 min en PB 0.1 M, los cortes hipocampales se
incubaron durante 2 h a temperatura ambiente y en agitacion orbital con el anticuerpo
secundario fluorescente (Donkey anti-Rabbit IgG Alexa Fluor® 488, Thermo Fisher
Scientific, Alemania), diluido en buffer de bloqueo (Tabla 2). Para terminar, se volvieron
a lavar los tejidos 5 veces durante 5 min con PB 0.1 M y se incubaron con solucién de
DAPI (DAPI for nucleic acid staining, Sigma Aldrich, Espafa) en proporcién 1:10000
durante 2 min. Tras 5 lavados durante 5 min en PB 0.1 M, los tejidos se extendieron en
un portaobjetos y se dejaron secar. Se anadi6 el medio de montaje Vectashield®
(Vectashield® Antifade Mounting Medium, Vector, Espaia) y se tapo la muestra con un
cubreobjetos.

Para el analisis, se procedio al contaje del niimero total de células que fueran positivas
para el marcaje de DCX, expresado como porcentaje sobre el grupo control. Las imagenes
se obtuvieron por microscopia de fluorescencia (ZEISS Axio Imager M2, Zeiss, Alemania)
y el contaje se realizo en el giro dentado en cada sexta seccién coronal a lo largo de todo

el hipocampo, de forma manual.

Tabla 2. Lista de anticuerpos primarios y secundarios utilizados en los experimentos de

inmunohistoquimica.
Estudio Proteina diana |Huésped| Dilucion | Casa comercial Ref.
BrdU Rata 1:1000 Abcam ab6326
Supervivencia de GFAP Conejo | 1:5000 Abcam ab7260
nuevas células Iba-1 Conejo | 1:5000 Wako OPI-19741
NeuN Conejo | 1:5000 Abcam ab177487
Neuronas inmaduras DCX Conejo | 1:1000 Abcam ab18723
Proteina diana Deteccion Huésped| Dilucion | Casa comercial Ref.
1:1000
IgG de conejo Alexa Fluor® 488 | Burro | ‘oo™ Invitrogen A21206
1:2000 ocx)
IgG de conejo Alexa Fluor® 594 | Burro | 1:1000 Invitrogen A21207
IgG de rata Alexa Fluor® 594 | Burro 1:500 Invitrogen A21209
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5. Analisis estadistico

El tamafo inicial de los grupos (n = 8) se selecciond en base a nuestra experiencia
previa para asegurar una significacién estadistica, considerando la posible pérdida de
ratones debido a la aplicacion de criterios humanitarios de punto final (observacion de
signos fisicos distintos a los producidos por la intoxicacion por EtOH) o valores atipicos
(determinados por el método de desviacion estudentizada extrema o prueba ROUT, con
nivel de significancia de Q = 1 %). Estas condiciones fueron los unicos criterios de
exclusion empleados y explican las diferencias en el tamafio de los grupos.

Se utiliz6 el programa PRISM 8.0 (GraphPad Software Inc., EE.UU.) para el analisis de
resultados. Los datos se expresaron como la media * error estandar de la media (EEM) y
se considerd el umbral de significacion estadistica un valor de p<0.05. Se realizé el test
ANOVA de una via, seguido de una prueba post-hoc de Tukey, para comparar mas de dos
grupos con una sola variable independiente; el test ANOVA de dos vias, seguido de una
prueba post-hoc de Tukey, para comparar dos grupos con dos factores independientes,
siendo dichos factores la exposicion a EtOH y el tratamiento con DIM; el test ANOVA de
dos vias de medidas repetidas, seguido de una prueba post-hoc de Sidak, para comparar
dos grupos con dos factores independientes, siendo dichos factores el sexo del animal y el
tiempo; y el test ANOVA de dos vias de analisis de efectos mixtos, seguido de una prueba
post-hoc de Sidak, para comparar dos grupos con dos factores independientes, siendo
dichos factores el tratamiento con DIM y el tiempo. Los analisis post-hoc solo se llevaron
a cabo cuando se alcanz6 el umbral de significacion estadistica y no se detecté una

variacion significativa en la homogeneidad.
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1. Efecto del tratamiento con DIM sobre las alteraciones inducidas

por el binge de etanol en la memoria de reconocimiento

1.1.EFECTO DEL TRATAMIENTO CON DIM SOBRE LA MEMORIA A 20 H TRAS LA
ULTIMA EXPOSICION A ETANOL EN RATONES MACHO Y HEMBRA

En primer lugar, se procedio a evaluar el impacto de la exposicion a EtOH tipo binge sobre

la funcién de memoria de reconocimiento, asi como el efecto del tratamiento con DIM sobre

las posibles alteraciones inducidas por el EtOH. Se realizé la prueba conductual NOR 20 h tras

la ultima exposicién a EtOH en ratones macho que recibieron bien 4 dosis de DIM en los cuatro

ultimos dias de protocolo o bien una tnica dosis el ultimo dia de protocolo (ver Materiales y

métodos, Seccidn 3.2, Figuras 8a, b).

El ANOVA de dos vias mostré que el protocolo binge provoco un efecto significativo por la
interaccién de EtOH y DIM (F,, »s = 43.10, p<0.0001). El test post-hoc de Tukey mostré una
disminucién significativa del indice de discriminacién (indicador del estado de la memoria de
reconocimiento) en los animales sometidos al binge de EtOH frente a los animales control
(p<0.0001), mientras que el tratamiento con 4 dosis de DIM prevenia dicha disminucion

(p<0.0001 vs. EtOH + Veh) (Fig. 13a).

Al reducir el numero de dosis de DIM a una unica dosis, administrada el ultimo dia del
protocolo, el ANOVA de dos vias mostré un efecto significativo producido por la exposicion a
EtOH tipo binge (Fi 15= 136.4, p<0.0001), asi como por el tratamiento con DIM (F,, 15 = 4.453,
p = 0.049), pero no de la interacciéon de ambos factores. Los animales que recibieron dosis de
EtOH muestran un indice de discriminacién menor que los tratados con salino. A su vez, el

tratamiento con DIM también produjo una reduccion del indice de discriminacién (Fig. 13b).
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Figura 13. Efecto del binge de EtOH y del tratamiento con DIM sobre la memoria de reconocimiento 20 h post-
binge. Se muestra el efecto del EtOH vy el tratamiento con (a) 4 dosis de DIM o (b) 1 tnica dosis de DIM sobre el
indice de discriminacion en la prueba NOR. Los resultados se expresan como la media + EEM (n = 3-8). El analisis
estadistico se realiz6 empleando un ANOVA de dos vias: efecto principal del EtOH *%p<0.0001 vs. Saline; efecto
principal de DIM *p<0.05 vs. Vehicle; seguido del post-hoc de Tukey cuando hubo efecto de la interaccion:
**%p<0.0001 vs. Saline + Vehicle y #*p<0.0001 vs. EtOH + Vehicle.

Seguidamente, y teniendo en cuenta el resultado en machos con el nimero de dosis de DIM,
procedimos a evaluar el efecto sobre la memoria hipocampal del protocolo binge de EtOH y del
tratamiento con 4 dosis de DIM en ratones hembra. El ANOVA de dos vias mostré un efecto
significativo sobre el indice de discriminacién inducido por la interacciéon de EtOH y DIM (F;,
26 =4.715, p = 0.039). El test post-hoc de Tukey mostr6 una disminucion significativa del indice
de discriminacién en los animales sometidos al binge de EtOH frente a los animales control (p
= 0.008), mientras que el tratamiento con 4 dosis de DIM mostraba una tendencia a prevenir

dicha disminucién (p = 0.062; Fig. 14).
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Figura 14. Efecto del binge de EtOH y del tratamiento con DIM sobre la memoria de reconocimiento 20 h post-
binge en ratones hembra. Se muestra el efecto del EtOH y el tratamiento con 4 dosis de DIM administradas sobre
el indice de discriminacion en la prueba NOR. Los resultados se expresan como la media + EEM (n = 7-8). El
andlisis estadistico se realizé6 empleando un ANOVA de dos vias, seguido del post-hoc de Tukey cuando hubo
efecto de la interaccion: **p<0.01 vs. Saline + Vehicle.
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1.1.1.Determinacion de los niveles plasmaticos de etanol en machos y hembras

Los resultados en hembras indicaron un efecto perjudicial en la memoria tras la exposicion
al binge, pero la disminucidn observada en el indice de discriminacion fue claramente menor
que la obtenida en los animales macho. Ademas, el efecto neuroprotector de DIM en ratones
hembra no lleg6 a ser significativo, como en el caso de los machos. Es por ello que, en un
experimento adicional, decidimos estudiar posibles diferencias entre sexos en la metabolizacion
del EtOH. Realizamos una curva temporal para medir el EEOH en plasma en animales macho y

hembraa 1, 2 y 6 tras la ultima exposicion a EtOH (Fig. 15).

Los resultados mostraron que, a 1 h tras la dltima administracion, los animales macho
alcanzaron una concentracion de 393 + 8 mg/dL, mientras que para las hembras este valor fue
de 373 + 4 mg/dL (Fig. 15a). A las 2 h tras la ultima inyeccion, estos valores habian descendido
hasta 350 + 4 mg/dL y 308 + 9 mg/dL para machos y hembras, respectivamente (Fig. 15b). Por
ultimo, a 6 h tras la tltima exposicion a EtOH, los niveles de EtOH en plasma de los machos se
hallaban en 143 + 21 mg/dL, mientras que para las hembras los niveles se hallaban por debajo

del limite de deteccion (Fig. 15c¢).

El ANOVA de dos vias de medidas repetidas manifest6 un efecto de la interaccion entre el
factor tiempo y el factor sexo (F, 2 = 28.28, p<0.0001). El test post-hoc de Sidak de
comparaciones multiples indicé que no habia diferencias entre machos y hembras en los niveles
plasmaticos de EtOH a 1 h tras la altima inyeccion (Fig. 15a). Sin embargo, si se percibieron
diferencias entre ambos sexos tanto a 2 como a 6 h tras la ultima exposicion (p = 0.008 y p =
0.002, respectivamente; Fig. 15b, c). Estos resultados confirmaron que el aclaramiento del EtOH

en plasma ocurre mas rapidamente en ratones hembras que en machos.
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Figura 15. Niveles plasmaticos de EtOH en ratones macho y hembra. Se muestra la concentracién plasmatica
de EtOH de ratones macho y hembra a (a) 1 h, (b) 2 h y (¢) 6 h tras la ultima administracién de EtOH. Los
resultados se expresan como la media + EEM (n = 7-8). El andlisis estadistico se realizé empleando un ANOVA de
dos vias de medidas repetidas seguido del post-hoc de Sidak, cuando hubo efecto de la interaccién: **p<0.01 vs.
Male.
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1.1.2.Efecto de DIM en el metabolismo del etanol

Para descartar que el efecto de DIM sobre la prevencion del dafio en memoria se debiese a
una alteracion del metabolismo del EtOH, se determind la concentracién de EtOH en plasma a
2, 6y 20 h tras la altima inyeccién de EtOH en ratones macho tratados con 4 dosis de DIM o
de su vehiculo (Fig. 16). Los resultados mostraron que, a las 2 h, los animales que recibieron
solo EtOH mantenian una concentracion de 325 + 19 mg/dL, mientras que para los que
recibieron EtOH + DIM este valor fue de 335 + 15 mg/dL (Fig. 16a). A las 6 h, estos valores
habian descendido hasta 117 + 12 mg/dL y 138 + 24 mg/dL, respectivamente (Fig. 16b). Por
ultimo, a 20 h tras la ultima exposicién a EtOH, los niveles de EtOH en plasma eran
practicamente indetectables en los dos grupos (0.87 + 0.18 mg/dL y 0.62 + 0.08,

respectivamente; Fig. 16¢).

El analisis de efectos mixtos indicé un efecto del factor tiempo (F,, 35 = 254, p<0.0001), pero
no de DIM ni de la interaccion de factores. Por ello, concluimos que el tratamiento con DIM

no modifico la velocidad de metabolizacion del EtOH.
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Figura 16. Efecto de DIM sobre la velocidad de metabolizacion del EtOH. Se muestra la concentraciéon
plasmatica de EtOH de ratones tratados con DIM o su vehiculo a (a) 2 h, (b) 6 h y (c) 20 h tras la dltima
administracién de EtOH. Los resultados se expresan como la media + EEM (n = 6-8). El analisis estadistico se
realiz6 empleando el anilisis de efectos mixtos.

1.2. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON 4 DOSIS DE DIM EN LA MEMORIA A 7 DIAS TRAS
LA ULTIMA EXPOSICION A ETANOL
Finalmente, procedimos a evaluar si el efecto perjudicial sobre la memoria de
reconocimiento se extendia mas alla de las 20 h post-binge, para lo cual realizamos el test NOR
7 dias tras la finalizacion del protocolo. Ademas, dado que previamente observamos que el
efecto protector de DIM depende del numero de dosis administradas, quisimos valorar si el

momento de administracion también resultaba determinante. Para ello, el tratamiento con DIM
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fue administrado en un grupo de animales durante los cuatro ultimos dias de protocolo binge,
mientras que un segundo grupo recibié el tratamiento los cuatro dias previos a la realizacion

del test NOR (ver Materiales y métodos, Seccién 3.2, Figuras 8¢, d).

El ANOVA de dos vias mostrd que, a 7 dias tras la ultima exposicion y con el tratamiento de
DIM administrado durante las sesiones de binge, la interaccién de la administracion de EtOH
y DIM no provocé ningtn efecto sobre la funcién de memoria. Sin embargo, si se produjo un
descenso significativo sobre el indice de discriminaciéon como efecto del EtOH (Fy 5= 12.83, p

= 0.001; Fig. 17a).

Igualmente, cuando el tratamiento con DIM se desplazé a los 4 dias previos a la realizacién
del test NOR a 7 dias, la interaccién de EtOH y DIM no provocé ningtin cambio en el indice de
discriminacion. De nuevo, tampoco se observo efecto por el tratamiento con DIM, pero si por
la exposicion a EtOH (F,, »s = 5.416, p = 0.028; Fig. 17b). Estos resultados indicaron que el déficit
de memoria inducido por la exposicién a EtOH tipo binge se mantuvo, al menos, hasta 7 dias
mads tarde, pero que administrado en los dias previos a realizar la prueba el compuesto DIM ya

no ejercia su efecto neuroprotector.
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Figura 17. Efecto del binge de EtOH y del tratamiento con DIM sobre la memoria de reconocimiento 7 dias
post-binge. Se muestra el efecto sobre el indice de discriminacién en la prueba NOR del binge de EtOH y el
tratamiento con 4 dosis de DIM administradas (a) durante el protocolo binge o (b) los 4 dias previos al NOR. Los
resultados se expresan como la media + EEM (n = 7-8). El andlisis estadistico se realizé empleando un ANOVA de
dos vias: efecto principal de EtOH *p<0.05 y *p<0.01 vs. Saline.

En vista a los resultados obtenidos en el bloque de experimentos de conducta para evaluar la
funcion de memoria tras el binge multiple de EtOH vy los efectos de DIM sobre la misma, se
decidio proceder con los siguientes experimentos utilizando el paradigma de administracion de

4 dosis de DIM durante los 4 ultimos dias del protocolo de binge multiple (ver Materiales y
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métodos, Seccion 3.2, Figura 8a). Para todas las determinaciones bioquimicas que se detallan a
continuacion, la region cerebral explorada fue el hipocampo, siempre en animales macho y a

los puntos temporales que se indica en cada apartado.

2. Efecto del tratamiento con DIM sobre las alteraciones inducidas
por el binge de etanol en la expresion de componentes del sistema
glutamatérgico

La contribucién del sistema glutamatérgico a los procesos de memoria y plasticidad es
esencial. Por ello, decidimos analizar las posibles alteraciones en la expresion de los principales
receptores de glutamato, esto es, receptores ionotropicos NMDA (subunidades GluN2A vy
GluN2B) y AMPA (subunidad GluAl), receptor metabotrépico mGlu2; y el transportador
astrocitico de glutamato EAAT?2. Se estudiaron estos marcadores mediante western blot en un

curso temporal que abarca 1, 3 y 20 h tras la tltima administracién de EtOH.

2.1.EFECTO DEL TRATAMIENTO CON DIM SOBRE LA EXPRESION DEL RECEPTOR
NMDA

El receptor NMDA se encuentra altamente expresado en el cerebro y estd implicado en

procesos de LTP y LTD, establecimiento de memoria y aprendizaje. La composicion

heteromérica del receptor variara las caracteristicas estructurales y funcionales del receptor, y

de ahi surge la importancia de la dindmica de cambio entre subunidades. Por ello, se estudi6 la

expresion de las subunidades GluN2A y GluN2B.

2.1.1.Subunidad 2A del receptor NMDA

A 1 h post-binge, el ANOVA de dos vias mostr6 diferencias significativas en la expresion
total de GIuN2A por la interaccién EtOH y DIM (F,, 25 = 8.156, p = 0.009). El test post-hoc de
Tukey revel6 un aumento significativo de la expresién de GluN2A en los animales que
recibieron dosis de EtOH frente a los animales control (p = 0.013), mientras que el tratamiento

con DIM prevenia este efecto (p = 0.044) (Fig. 18a).
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A 3 h post-binge, no se observo ninguna alteracion en la expresion total de GluN2A por la
interaccion de EtOH y DIM, ni por los efectos principales de la exposicion a EtOH o el

tratamiento con DIM (Fig. 18b).

Por ultimo, a 20 h post-binge, el analisis estadistico manifesté cambios en la expresion total
de GluN2A inducidos por el efecto principal del EtOH (F 25 = 8.7, p = 0.007), que produjo una
elevacion en los niveles de expresion de GIuN2A en los animales expuestos a la droga. Ni el
tratamiento con DIM ni la interaccion de EtOH y DIM produjeron alteraciones en la

concentracion de GluN2A (Fig. 18c).
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Figura 18. Efecto del binge de EtOH y del tratamiento con DIM sobre la expresion de la subunidad 2A del
receptor NMDA en el hipocampo. Se muestra la expresion de GIuN2A (a) 1 h, (b) 3 h y (¢) 20 h tras la tltima
administracion de EtOH. Los datos se expresan como porcentaje vs. control y los resultados se muestran como la
media + EEM (n = 6-8). El analisis estadistico se realiz6 empleando un ANOVA de dos vias: efecto principal del
EtOH *p<0.01 vs. Saline; seguido del post-hoc de Tukey cuando hubo efecto de la interaccién: *p<0.05 vs. Saline +
Vehicle y “p<0.05 vs. EtOH + Vehicle

2.1.2.Subunidad 2B del receptor NMDA

A 1y 20 h post-binge, no se observo ninguna alteracion significativa en la expresion total de
GluN2B por la interacciéon de EtOH y DIM, ni por el efecto principal de la exposicién a EtOH
o del tratamiento con DIM (Fig. 19a, c).

A 3 h post-binge, el ANOVA de dos vias mostr6é que la interacciéon de EtOH y DIM no
produjo ningun efecto sobre la expresion total de GluN2B. En cuanto a los efectos principales,

se observo un aumento de la concentracion de GluN2B inducida por la exposicién a EtOH (F;,
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2 = 4.6, p = 0.042), mientras que el tratamiento con DIM no modificé los niveles de esta

subunidad (Fig. 19b).
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Figura 19. Efecto del binge de EtOH y del tratamiento con DIM sobre la expresion de la subunidad 2B del
receptor NMDA en el hipocampo. Se muestra la expresiéon de GluN2B (a) 1 h, (b) 3 hy (c) 20 h tras la ultima
administracion de EtOH. Los datos se expresan como porcentaje vs. control y los resultados se muestran como la
media + EEM (n = 6-8). El analisis estadistico se realiz6 empleando un ANOVA de dos vias: efecto principal del
EtOH *p<0.05 vs. Saline.

2.1.3.Ratio GluN2A/GluN2B

Ademas, se analizo la ratio entre ambas subunidades, ya que la composicion heteromérica

del receptor puede variar tras la exposicion a diversos estimulos y modificar asi su respuesta.

A 1 hy 3 h post-binge, el ANOVA de dos vias no mostré ninguna alteracion en la ratio
GluN2A/GIuN2B por la interacciéon de EtOH y DIM, ni tampoco por los efectos principales de
la exposicion a EtOH ni del tratamiento con DIM (Fig. 20a, b).

No obstante, si se observaron cambios en la ratio a 20 h post-binge. El analisis estadistico
revelé un efecto significativo en la ratio GluN2A/GIluN2B por la interaccién de EtOH y DIM
(F1.24=10.22, p = 0.004). El test post-hoc de Tukey evidencié un aumento significativo de la ratio
GluN2A/GluN2B en los animales que recibieron dosis de EtOH frente a los animales control (p
= 0.0005). Sin embargo, los animales que recibieron el tratamiento con DIM tras la exposicién
a EtOH mostraron una prevencion del aumento de la ratio comparados a los que recibieron el

vehiculo (p = 0.038) (Fig. 20c).
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Figura 20. Efecto del binge de EtOH y del tratamiento con DIM sobre la proporcion de las subunidades 2A y
2B del receptor NMDA en el hipocampo. Se muestra la ratio GluN2A/GluN2B (a) 1 h, (b) 3h y (c) 20 h tras la
ultima administracién de EtOH. Los datos se expresan como porcentaje vs. control y los resultados se muestran
como la media + EEM (n = 6-8). El andlisis estadistico se realiz6 empleando un ANOVA de dos vias, seguido del
post-hoc de Tukey cuando hubo efecto de la interaccidon: ***p<0.001 vs. Saline + Vehicle y *p<0.05 vs. EtOH +
Vehicle.

2.2.EFECTO DEL TRATAMIENTO CON DIM SOBRE LA EXPRESION DEL RECEPTOR
AMPA

El receptor AMPA es el primer tipo de canal ionotrépico que responde a la unién con

glutamato y estd igualmente implicado en plasticidad sinaptica que los receptores NMDA, para

lo cual se ha visto que la subunidad GluA1 de este receptor es fundamental.

A 1,3y20h post-binge, el ANOV A de dos vias no mostré ninguna alteracion en la expresion
total de la subunidad GluA1 del receptor AMPA por la interaccion de EtOH y DIM, ni tampoco
por los efectos principales de EtOH ni por el tratamiento con DIM (Fig. 21a, b, c).
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Figura 21. Efecto del binge de EtOH y del tratamiento con DIM sobre la expresion del receptor AMPA en el

hipocampo. Se muestra la expresion de GluAl (a) 1 h, (b) 3 hy (c) 20 h tras la dltima administracion de EtOH.
Los datos se expresan como porcentaje vs. control y los resultados se muestran como la media + EEM (n = 6-8). El
analisis estadistico se realizé empleando un ANOVA de dos vias.

2.2.1.Efecto del tratamiento con DIM sobre el trafico a membrana del receptor

AMPA

A pesar de que la expresion total del receptor AMPA en el hipocampo no se vio modificada
por la exposicion al binge de EtOH ni por el tratamiento con DIM, quisimos comprobar si la
incorporaciéon de este receptor a la membrana de neuronas hipocampales sufrié alguna
alteracion. Para ello, realizamos un experimento de biotinilacion de superficie, en el que usamos
biotina para marcar proteinas presentes en la superficie celular, que luego se precipitaron y se
ensayaron por western blot. El trafico a membrana del receptor AMPA se analiz6a 1,3y20h
post-binge como una relacion entre la concentracion del receptor en la superficie celular versus

la concentracion en el homogenado hipocampal total (ratio AMPA superficie/total).

A 1 h post-binge, el ANOVA de una via reflejé un cambio estadisticamente significativo en
la concentracidn de receptores AMPA en membrana (F 1 = 5.921, p = 0.011). El test post-hoc
de Tukey mostr6 que los animales expuestos a EtOH mostraban una elevacion de la presencia
del receptor AMPA en la membrana en comparaciéon con los animales control,
independientemente de si recibieron el tratamiento de DIM (p = 0.031) o su vehiculo (p =

0.024). El tratamiento con DIM no produjo ningtin efecto sobre este aumento (Fig. 22a).
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A 3 h post-binge, aunque el ANOVA de una via no revelé cambios estadisticamente
significativos, se podia observar una tendencia al alza en la concentracion del receptor AMPA
en la membrana en los animales tratados con EtOH (p = 0.051 vs. Saline), no asi en los que

recibieron dosis de DIM (p = 0.209 vs. Saline; Fig. 22b).

Por ultimo, a 20 h post-binge, los resultados volvieron a ser similares a los obtenidos a 1 h.
El analisis ANOV A manifest6 diferencias significativas (F, s = 5.872, p = 0.012) y, de nuevo,
tanto los animales expuestos a EtOH (p = 0.026) como los cotratados con DIM (p = 0.031)
mostraban un aumento de la incorporacion del receptor AMPA en la membrana neuronal con
respecto a los animales control, mientras que el tratamiento con DIM no prevenia este aumento

(p =0.974 vs. EtOH) (Fig. 22c¢).

1h 3h 20 h

El : [ Saline

(= EtOH
:‘ B EtOH+DIM

250
2

200

T
1

AMPA surface/total
(% control)
> o
T <

o
<

8
ci

Total Surface Total Surface Total Surface
S EED & EED & EED 8 EED & EED § E ED

GRAT (100 kDa) [0 5o s « - wo s [ | - -

R-actin (42 kDa) [*= = | — | [ |

Figura 22. Efecto del binge de EtOH y del tratamiento con DIM sobre el triafico a membrana del receptor

AMPA en el hipocampo. Se muestra la relacién superficie/total de la concentracién de GluA1 del receptor AMPA
(a) 1h, (b) 3hy(c) 20 h tras la tltima administracion de EtOH. Los datos se expresan como porcentaje vs. control
y los resultados se muestran como la media + EEM (n = 4-8). El andlisis estadistico se realizé6 empleando un
ANOVA de una via, seguido del post-hoc de Tukey cuando hubo diferencia de medias: *p<0.05 vs. Saline + Vehicle.

2.3.EFECTO DEL TRATAMIENTO CON DIM SOBRE LA EXPRESION DEL RECEPTOR
METABOTROPICO MGLU2

Analizamos también la expresion del receptor metabotrépico mGlu2. Si bien su implicacién
en memoria no esta tan estudiada como la de los receptores ionotropicos, se sabe que es un

factor clave en la regulacion de la transmision glutamatérgica.
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A todas las horas estudiadas, el andlisis estadistico indicé que no hubo ninguna alteracién en
la expresion total del receptor mGlu2 por la interaccion de EtOH y DIM, ni tampoco por los

efectos principales de la exposicion a EtOH ni del tratamiento con DIM (Fig. 23a, b, ¢).
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Figura 23. Efecto del binge de EtOH vy del tratamiento con DIM sobre la expresion del receptor mGlu2 en el

hipocampo. Se muestra la expresiéon de mGluR2 (a) 1 h, (b) 3 h y (c) 20 h tras la Gltima administracién de EtOH.
Los datos se expresan como porcentaje vs. control y los resultados se muestran como la media + EEM (n = 6-8). El
analisis estadistico se realizé empleando un ANOVA de dos vias.

2.4.EFECTO DEL TRATAMIENTO CON DIM SOBRE LA EXPRESION DEL
TRANSPORTADOR EAAT?2

La ultima proteina implicada en la homeostasis del glutamato estudiada fue el transportador

astrocitico EAAT2. Su principal funcién es la recaptacion del glutamato de la hendidura

sinaptica, para que sea convertido a glutamina en el astrocito y devuelto a la neurona para su

reciclaje nuevamente a glutamato.

A 1 hy 3 h post-binge, no se observaron diferencias significativas en la expresion total del
transportador EAAT?2 por la interaccién de EtOH y DIM, ni tampoco por los efectos principales
de la exposicidn a EtOH ni del tratamiento con DIM (Fig. 24a, b).

No obstante, a 20 h post-binge, el ANOVA de dos vias mostr6 que la interaccion de EtOH y
DIM produjo un efecto significativo en la expresion total del transportador EAAT2 (Fy, 5 =
15.02, p = 0.001). El test post-hoc de Tukey revelé un aumento significativo de la expresion de
EAAT? en los animales que fueron tratados con DIM tras la exposicion a EtOH frente a los que

recibieron su vehiculo (p = 0.009) (Fig. 24c).
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Figura 24. Efecto del binge de EtOH y del tratamiento con DIM sobre la expresion del transportador EAAT2
en el hipocampo. Se muestra la expresiéon de EAAT2 (a) 1 h, (b) 3 h y (c) 20 h tras la ultima administracién de
EtOH. Los datos se expresan como porcentaje vs. control y los resultados se muestran como la media + EEM (n =
6-8). El analisis estadistico se realizd empleando un ANOVA de dos vias, seguido del post-hoc de Tukey cuando
hubo efecto de la interaccion: #p<0.01 vs. EtOH + Vehicle.

3. Efecto del tratamiento con DIM sobre las alteraciones inducidas
por el binge de etanol en las metaloproteasas 2 y 9
El estudio de la actividad de las metaloproteasas 2 y 9 se llevé a cabo dada su implicaciéon en
plasticidad sinaptica, aprendizaje y memoria. Para ello, se emple6 la técnica de zimografia en

gel en un curso temporal que abarca 1, 3 y 20 h tras la ultima administraciéon de EtOH.

3.1. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON DIM SOBRE MMP-2

En el curso temporal estudiado, para MMP-2 se encontraron diferencias a 1 post-binge. Se
observo una alteracion de la actividad degradativa de MMP-2 por la interaccién de EtOH y DIM
(F1, 26 = 7.222, p = 0.012). El test post-hoc de Tukey no revel6 diferencias significativas entre
grupos (Fig. 25a).

Por otro lado, ni a 3 ni a 20 h post-binge se observé ninguna alteracion estadisticamente

significativa en la actividad degradativa de MMP-2 (Fig. 25b, c).
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Figura 25. Efecto del binge de EtOH y del tratamiento con DIM sobre la actividad de MMP-2 en el hipocampo.
Se muestran los niveles de actividad de MMP-2 (a) 1 h, (b) 3 h y (c) 20 h tras la dltima administracién de EtOH.
Los datos se expresan como porcentaje vs. control y los resultados se muestran como la media + EEM (n = 7-8). El
analisis estadistico se realiz6 empleando un ANOVA de dos vias: efecto de la interaccion/p<0.05; seguido del post-
hoc de Tukey cuando hubo efecto de la interaccion.

3.2. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON DIM SOBRE MMP-9

3.2.1.Efecto del tratamiento con DIM sobre la actividad proteolitica de MMP-9

A 1h post-binge, el ANOVA de dos vias mostro6 que la interaccion de EtOH y DIM no causé
ningun efecto sobre la actividad degradativa de MMP-9. Tampoco se encontré alteracién por
el tratamiento con DIM, pero si por el efecto principal del EtOH (Fy, 2 = 24.57, p<0.0001),

observandose una marcada reduccion en los niveles de actividad de MMP-9 (Fig. 26a).

A 3 h post-binge, el andlisis estadistico reveld una alteracion de la actividad degradativa de
MMP-9 por la interaccién de EtOH y DIM (F,, 3 = 15.18, p = 0.001). El test post-hoc de Tukey
reveld una disminucién de la actividad de MMP-9 en los animales tratados con DIM tras la
exposicion a EtOH frente a los que solo recibieron EtOH (p = 0.003). Asi mismo, se observo
una tendencia al alza no estadisticamente significativa de la actividad de MMP-9 en los animales

que recibieron dosis de EtOH frente a los animales control (p = 0.079) (Fig. 26b).

Por dltimo, a 20 h post-binge, se apreci6 un leve efecto de la interaccion de EtOH y DIM,
aunque dicha tendencia no fue significativa (Fy,,s = 3.218, p = 0.085). El andlisis de los efectos
principales, por su parte, si revelé cambios en la actividad de MMP-9 tanto por la exposiciéon a
EtOH (F1,25 = 17.20, p = 0.0003) como por el tratamiento con DIM (F,, s = 6.922, p = 0.014). Los

resultados evidenciaron un aumento de la actividad de MMP-9 en los animales que recibieron
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dosis de EtOH, independientemente de si fueron tratados con DIM o con su vehiculo. No
obstante, en los animales cotratados con EtOH y DIM, se podria considerar que el aumento

observado fue menor al mostrado por los que solo recibieron EtOH (Fig. 26¢).
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Figura 26. Efecto del binge de EtOH y del tratamiento con DIM sobre la actividad de MMP-9 en el hipocampo.
Se muestran los niveles de actividad de MMP-9 (a) 1 h, (b) 3 h y (c) 20 h tras la dltima administracién de EtOH.
Los datos se expresan como porcentaje vs. control y los resultados se muestran como la media + EEM (n = 6-8). El
andlisis estadistico se realizé empleando un ANOV A de dos vias: efecto principal del EtOH *%p<0.001 y $p<0.0001
vs. Saline; efecto principal de DIM *p<0.05 vs. Vehicle; seguido del post-hoc de Tukey cuando hubo efecto de la
interaccion: #p<0.01 vs. EtOH + Vehicle

3.2.2.Efecto del tratamiento con DIM sobre la expresion de MMP-9

En vista a los resultados obtenidos en la zimografia para la actividad de MMP-9, se decidi6
analizar la concentracidn de esta enzima por western blot, para comprobar si los cambios en su

actividad eran debidos a modificaciones en los niveles de expresion de la propia proteina.

A las horas analizadas, la interaccion de EtOH y DIM no indujo ninguna alteracién en la
expresion total de las formas proactiva (Fig. 27a-c) y activa (Fig. 27d-f) de MMP-9, ni tampoco
se observaron cambios debidos a los efectos principales de la exposicion a EtOH o el tratamiento

con DIM.
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Figura 27. Efecto del binge de EtOH y del tratamiento con DIM sobre la expresion de MMP-9 en el hipocampo.
Se muestra la expresion de la forma proactiva (a-c) y activa (d-f) de MMP-9 (a,d) 1 h, (b,e) 3hy (c,f) 20 htrasla
ultima administracién de EtOH. Los datos se expresan como porcentaje vs. control y los resultados se expresan
como la media £ EEM (n = 5-8). El analisis estadistico se realizé empleando un ANOVA de dos vias.

4.Efecto del tratamiento con DIM sobre las alteraciones inducidas
por el binge de etanol en la neurogénesis y la supervivencia de
células de nueva generacion
Mediante técnicas de inmunohistoquimica, se analizd el impacto del protocolo de
administracion de EtOH tipo binge sobre la supervivencia de células de nueva generaciéon 20 h
después del ultimo tratamiento con EtOH, mediante la colocalizacién de marcadores de linaje

celular junto con BrdU. En el caso de neuronas se usé6 como marcador NeuN; para microglia,
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Iba-1; y para astrocitos, GFAP. Por otro lado, también se estudid la supervivencia de neuronas

inmaduras mediante el marcador DCX a 1y 20 h tras el ultimo binge.

4.1.ESTUDIO DE COLOCALIZACION DE BRDU CON MARCADORES DE LINAJE CELULAR

Para el estudio de supervivencia neuronal, a 20 h post-binge, el andlisis estadistico revel6 que
la interaccién de EtOH y DIM no produjo ningun efecto sobre el nimero de células doblemente
positivas (BrdU* / NeuN"). En cuanto a los efectos principales, los resultados mostraron
alteraciones debidas al efecto principal de la exposicion a EtOH (Fy, 20 = 6.546, p = 0.019). Se
observo una disminucidn significativa de la tincion NeuN*/ BrdU" en los animales expuestos al
binge de EtOH. Los animales tratados con DIM no mostraron cambios en los niveles de estos

marcadores (Fig. 28a).

En cuanto a la supervivencia microglial, el ANOVA de dos vias de nuevo descarto6 un efecto
de la interaccion de EtOH y DIM. Por otro lado, desvelé un cambio en la tincién de Iba-1*/
BrdU* por el efecto principal de la exposicion a EtOH (F;,,; = 40.89, p<0.0001), observandose
una acusada elevacion de estos marcadores con respecto a los animales que recibieron salino.

Por ultimo, no hubo cambios debidos al efecto principal del tratamiento con DIM (Fig. 28b).

Finalmente, de acuerdo con el analisis estadistico, no se produjo ningun efecto significativo
sobre la supervivencia astrocitica, estudiada como coexpresion de GFAP*/ BrdU*, por la
interaccion de EtOH y DIM, ni tampoco por los efectos principales de la exposicion a EtOH ni

del tratamiento con DIM (Fig. 28c¢).

4.2. ESTUDIO DE SUPERVIVENCIA DE NEURONAS INMADURAS

Para el estudio de supervivencia de neuronas inmaduras DCX-positivas, que comenzaron a
dividirse una vez comenzado el protocolo binge, a 20 h post-binge, el ANOVA de dos vias
mostréd un efecto significativo en la proporciéon de células que expresaban DCX por la
interaccion de EtOH y DIM (F, .4 = 8.464, p = 0.008). El test post-hoc de Tukey manifesté una
disminucion significativa de la expresiéon de DCX en los animales que recibieron dosis de EtOH
(p = 0.002), mientras que el cotratamiento con DIM prevenia este efecto frente a los animales

que recibieron el vehiculo (p = 0.026) (Fig. 29).
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Figura 28. Efecto del binge de EtOH y del tratamiento con DIM sobre eventos proliferativos en el hipocampo.
Se muestra la proporcién de células maduras positivas para el comarcaje de (a) BrdU* + NeuN*, (b) BrdU* + Iba-
1"y (c) BrdU* + GFAP*20 h tras la ultima administracion de EtOH y 28 dias tras la administracién de BrdU. Los
datos se expresan como porcentaje vs. control y los resultados se muestran como la media + EEM (n = 5-7). El
andlisis estadistico se realiz6 empleando un ANOVA de dos vias: efecto principal del EtOH *p<0.05 y *p<0.01 vs.
Saline. Escala = 100 um.
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Figura 29. Efecto del binge de EtOH y del tratamiento con DIM sobre la supervivencia de neuronas de
inmaduras. Se muestra la proporcién de células DCX* a 20 h tras la tltima administracién de EtOH. Los datos se
expresan como porcentaje vs. control y los resultados se muestran como la media + EEM (n = 7-8). El andlisis
estadistico se realiz6 empleando un ANOVA de dos vias, seguido del post-hoc de Tukey cuando hubo efecto de la
interaccién: **p<0.01 vs. Saline + Vehicle y *p<0.05 vs. EtOH + Vehicle. Escalas: 10X = 100 um; 20X = 50 pm.
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5. Efecto del tratamiento con DIM sobre las alteraciones inducidas
por el binge de etanol en la expresion de mediadores implicados en
la ruta de senalizacion de BDNF

BDNF es una neurotrofina clave en los procesos de plasticidad implicados en aprendizaje y
memoria, asi como en eventos de neurogénesis. Por ello, tras los resultados obtenidos por
inmunohistoquimica sobre la supervivencia de células de nueva generacion, se propuso analizar
por western blot la expresion de factores mediadores en la sefializacion por BDNF, como son el
propio BDNF vy las formas fosforiladas del receptor TrkB, la kinasa Akt y el factor de

transcripcion CREB, de nuevo en un curso temporal de 1,3 y 20 h.

5.1. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON DIM SOBRE LA EXPRESION DE BDNF

A 1hpost-binge,el ANOV A de dos vias mostrd una alteracion en la expresion total de BDNF
por la interaccion de EtOH y DIM (F,, 2= 9.501, p = 0.005). Sin embargo, el test post-hoc de

Tukey no revelé diferencias significativas (Fig. 30a).

A 3 h post-binge, el protocolo binge no provocd un efecto significativo en la expresion total
de BDNF por la interaccion de EtOH y DIM. En cuanto a los efectos principales, no se observd
ninguna alteracion debida a la exposicion a EtOH, pero si un incremento de BDNF por el

tratamiento con DIM (F} 5 = 6.953, p = 0.014) (Fig. 30b).

Finalmente, a 20 h post-binge, el analisis estadistico mostré que el protocolo binge no
provoco ningun cambio en la expresion total de BDNF por la interaccion de EtOH y DIM. En
cuanto a los efectos principales, no se observo ninguna alteraciéon debida al tratamiento con
DIM, pero si un aumento de los niveles de BDNF por la exposicion a EtOH (F, »; = 4.646, p =
0.041) (Fig. 30c).
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Figura 30. Efecto del binge de EtOH y del tratamiento con DIM sobre la expresion de BDNF en el hipocampo.
Se muestra la expresion de BDNF (a) 1 h, (b) 3 h'y (c) 20 h tras la tltima administracién de EtOH. Los datos se
expresan como porcentaje vs. control y los resultados se muestran como la media + EEM (n = 7-8). El analisis
estadistico se realizé6 empleando un ANOVA de dos vias: efecto principal del EtOH *p<0.05 vs. Saline; efecto
principal de DIM *p<0.05 vs. Vehicle; efecto de la interaccion /p<0.05; seguido del post-hoc de Tukey cuando hubo
efecto de la interaccion.

5.2.EFECTO DEL TRATAMIENTO CON DIM SOBRE LA EXPRESION DEL RECEPTOR
TRKB

El receptor TrkB es el receptor a través del cual sefializa BDNF. Al ser un receptor con
actividad tirosina-kinasa, posee la capacidad de autofosforilarse para iniciar las cascadas de
seflalizacion asociadas tras la unién de las neurotrofinas. La fosforilacién del residuo Tyr816
activa la via de la fosfolipasa Cy, que se relaciona con plasticidad sindptica y neurotransmision.
A suvez, TrkB sufre un proceso de glicosilacion postranscripcional que genera la forma madura
del receptor. La glicosilacion de TrkB parece estar relacionada con la regulacién de la
incorporacion del receptor a la membrana sinaptica. Por todo ello, el estudio del receptor TrkB
sellevd a cabo estudiando la forma fosforilada en su residuo Tyr816, tanto en la forma inmadura

como en la glicosilada.

5.2.1.Forma no glicosilada

A 1 h post-binge, el ANOVA de dos vias mostrdé que el protocolo binge provocé un efecto

significativo en la expresion total de la forma no glicosilada del receptor TrkB con fosforilacion
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en el residuo tirosina 816 (pTrkB Tyr816) por la interaccion de EtOH y DIM (F, 2= 6.583, p =
0.017). El test post-hoc de Tukey mostré un aumento significativo de la expresion de pTrkB
Tyr816 en los animales sometidos al binge de EtOH frente a los animales control (p = 0.010),

mientras que el tratamiento con DIM tras la exposicion a EtOH previno dicho aumento (p =

0.003) (Fig. 31a).

A 3y20h post-binge, no se encontraron diferencias significativas en la expresion de la forma
no glicosilada del receptor pTrkB Tyr816 ni por la interaccién de EtOH y DIM, ni tampoco por
los efectos principales del EtOH ni de DIM (Fig. 31b, c).
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Figura 31. Efecto del binge de EtOH vy del tratamiento con DIM sobre la forma inmadura del receptor TrkB
fosforilado en el residuo tirosina 816 en el hipocampo. Se muestra la expresion de la forma no procesada del
receptor pTrkB Tyr816 (a) 1 h, (b) 3 hy (c) 20 h tras la ltima administracion de EtOH. Los datos se expresan
como porcentaje vs. control y los resultados se muestran como la media + EEM (n = 6-8). El anilisis estadistico se
realizé6 empleando un ANOVA de dos vias, seguido del post-hoc de Tukey cuando hubo efecto de la interaccion:
*p<0.05 vs. Saline + Vehicle y #p<0.01 vs. EtOH + Vehicle.

5.2.2.Forma glicosilada

A 1 h post-binge, el ANOVA de dos vias mostré que el protocolo binge provocéd un efecto
significativo en la expresion total de la forma glicosilada del receptor pTrkB Tyr816 por la
interacciéon de EtOH y DIM (F, 25 = 4.994, p = 0.035). El test post-hoc de Tukey mostré un
descenso significativo de la expresion de pTrkB Tyr816 glicosilado en los animales sometidos
al binge de EtOH cotratados con DIM frente a los que recibieron dosis del vehiculo (p = 0.042)
(Fig. 32a).
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A 3y 20 h post-binge, no se obtuvieron diferencias significativas en la expresion de pTrkB
Tyr816 glicosilada por la interaccién de EtOH y DIM, ni tampoco como consecuencia del efecto

principal de la exposicion a EtOH ni del tratamiento con DIM (Fig. 32b, c).

1h 3h 20 h
150+ ' ' .
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R-actin (42 kDa) [ s
Figura 32. Efecto del binge de EtOH vy del tratamiento con DIM sobre la forma madura del receptor TrkB

fosforilado en el residuo tirosina 816 en el hipocampo. Se muestra la expresién de la forma glicosilada del
receptor pTrkB Tyr816 (a) 1 h, (b) 3h y (c) 20 h tras la ultima administracién de EtOH Los datos se expresan como
porcentaje vs. control y los resultados se muestran como la media + EEM (n = 6-8). El anlisis estadistico se realizd
empleando un ANOVA de dos vias, seguido del post-hoc de Tukey cuando hubo efecto de la interaccion: “p<0.05
vs. EtOH + Vehicle.

5.3.EFECTO DEL TRATAMIENTO CON DIM SOBRE LA EXPRESION DE AKT

A 1 h post-binge, no se detectaron diferencias significativas en la expresion de la forma
fosforilada en el residuo serina 473 de Akt (pAkt Ser473) por la interaccién de EtOH y DIM. En
cuanto a los efectos principales, no se produjeron alteraciones como consecuencia del

tratamiento con DIM, mientras que la exposicion a EtOH si mostraba una tendencia a

disminuir la expresion de pAkt Ser473 (F,, 6= 3.928, p = 0.058) (Fig. 33a).

A 3y20h post-binge, el ANOVA de dos vias no evidencié ninguna alteracion en la expresion
total de pAkt Ser473 por la interaccion de EtOH y DIM, ni tampoco por los efectos principales
de EtOH ni DIM (Fig. 33b, ).
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Figura 33. Efecto del binge de EtOH y del tratamiento con DIM sobre la kinasa Akt fosforilada en el residuo
serina 473 en el hipocampo. Se muestra la expresion pAkt Ser473 (a) 1 h, (b) 3 h y (c) 20 h tras la ultima
administracién de EtOH. Los datos se expresan como porcentaje vs. control y los resultados se muestran como la
media + EEM (n = 7-8). El analisis estadistico se realiz6 empleando un ANOVA de dos vias.

5.4. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON DIM SOBRE LA EXPRESION DE CREB

La forma fosforilada en el residuo serina 133 del factor de transcripciéon CREB (pCREB
Ser133) no sufrié ninguna alteracion en sus niveles totales de expresion por el efecto de la
interaccién de EtOH y DIM, ni como consecuencia del efecto principal del EtOH ni del

tratamiento con DIM, en ninguno de los puntos temporales analizados (Fig. 34).
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Figura 34. Efecto del binge de EtOH y del tratamiento con DIM sobre el factor de transcripcion CREB
fosforilado en el residuo serina 133 en el hipocampo. Se muestra la expresion pCREB Ser133 (a) 1 h, (b) 3hy (¢)
20 h tras la ultima administracién de EtOH. Los datos se expresan como porcentaje vs. control y los resultados se
muestran como la media + EEM (n = 7-8). El andlisis estadistico se realizé empleando un ANOVA de dos vias.
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6. Efecto del tratamiento con DIM sobre las alteraciones inducidas
por el binge de etanol en la expresion de proteinas implicadas en la
dinamica fusion-fision mitocondrial
Los eventos de fusion y fision mitocondrial suponen un mecanismo clave para la regulacién

energética de la célula y, por tanto, un factor indispensable para la supervivencia celular. Dado
que el consumo de EtOH puede alterar estas dinamicas, se procedid a analizar una serie de
proteinas implicadas en esta funcion a las 20 h tras la ultima exposicion a EtOH: OPA-1 (formas
larga y corta, L-OPA-1 y S-OPA-1, respectivamente), mitofusina 2, DRP-1 y su forma
fosforilada en el residuo serina 616 (pDRP-1 Ser616).

A excepcidon de pDRP-1 Ser616, el analisis estadistico revel6 que ninguna de las proteinas
estudiadas sufrid alteraciones debidas a la interacciéon de EtOH y DIM, ni tampoco por los
efectos principales de la exposicion a EtOH ni a DIM (Fig. 35a, b, ¢, e, f). En el caso de pDRP-1
Ser616, el ANOVA de dos vias manifesté una alteracién en su concentracion como efecto
principal del tratamiento con DIM (F,, 25 = 25.8, p<0.0001), no asi por la exposicion a EtOH ni
por la interacciéon de ambos factores. Los resultados mostraron que los animales que recibieron

DIM sufrieron una acusada reduccién de la forma fosforilada de dicha proteina (Fig. 35d).

7.Efecto del tratamiento con DIM sobre las alteraciones inducidas
por el binge de etanol en la expresion de proteinas de defensa
antioxidante
A continuacion, se evalu6 el estado de expresion de una serie de proteinas encargadas de la
eliminaciéon de radicales libres: catalasa, NOX-2, hemooxigenasa-1 (HO-1), NQO-I,
superdxido dismutasa-1y 2 (SOD-1y SOD-2, respectivamente).

A excepcion de HO-1, el analisis estadistico demostré que, a 20 h post-binge, ninguna de las
proteinas estudiadas sufrié alteraciones en su expresion total debido a la interaccion de EtOH
y DIM, ni tampoco por los efectos principales de la exposicién a EtOH ni del tratamiento con
DIM (Fig. 36a, ¢, d, e, f). En el caso de HO-1, el ANOVA de dos vias manifestd una alteracion
en su concentracion como efecto principal de la exposicion a EtOH (Fy, s = 5.348, p = 0.028),

produciéndose un leve aumento de la expresion de HO-1 (Fig. 36b).
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Figura 35. Efecto del binge de EtOH y del tratamiento con DIM sobre la expresion proteinas implicadas en los
eventos de fusion-fision mitocondrial en el hipocampo. Se muestra la expresion de (a) L-OPA-1, (b) S-OPA-1,
(c) Mitofusina 2, (d) forma fosforilada de DRP1 en el residuo serina 616, (e) DRP-1 total y (f) la relacién pDRP-1
Ser616/DRP-1 total, todas a 20 h tras la tltima administracién de EtOH. Los datos se expresan como porcentaje
vs. control y los resultados se muestran como la media + EEM (n = 7-8). El analisis estadistico se realizé empleando
un ANOVA de dos vias: efecto principal de DIM Mp<0.01 vs. Vehicle.
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Figura 36. Efecto del binge de EtOH y del tratamiento con DIM sobre la expresion proteinas implicadas en los
eventos de fusion-fision mitocondrial en el hipocampo. Se muestra la expresién de (a) catalasa, (b)
hemooxigenasa 1, (c¢) NOX-2, (d) NQO-1, (e) superdxido dismutasa 1 y (f) superdxido dismutasa 2, todas 20 h tras
la ultima administracién de EtOH. Los datos se expresan como porcentaje vs. control y los resultados se muestran
como la media £ EEM (n = 7-8). El analisis estadistico se realizé6 empleando un ANOVA de dos vias: efecto
principal del EtOH *p<0.05 vs. Saline.

- 120 -



WO IIPUIOLY UD epeaId uddewy ‘6-dINIA 2P pepranoe e|

op uomNUTWSIP ] £ 7T,V 0lewein|s op oonpoonse Jopejrodsuer) [op ugrsardxs e[ op ojuaume [@ “V AN 101daa1 [9p sapeprungns se[ us ouiqibasap [op uoruasaxd e
9)JUBIPAW BLIOWAW 3p uomUNg ey 9589301d AT W0d ojuarure)er) [9 “931ed ns 104 *032(q0 9P OJUSTWIDOUOIT 3P BLIOWAUI 3P JIDYIP UN U UIDNPLI) 3 SSUOIIBI[E Se)ST "Opejuap
0113 [0 U2 UQIBIUIS BAINU 9P SEINPEUI SBUOINIU P [9 A SBINPLWUI SBUOINIU 9P OJOWNU [3 ANUTWSIP HOIF 9P 2541q [9 Ie[n[ad [2ATU V "IN 9P SI[OAIU SO auatrerad

ejuowne A g-JINJN 9P UOQIORANOR B dAonwold ‘sewopy YNV 101dodal [op [BUOINSU BUBIQUISW B[ US UQIDIASUL ] ejuawune A VAN 101dodal [op YZNN[D peprungns
] op uoIsa1dxa e[ ap ojuswRHUL Un dnpoid HOIF © earsudjur uomisodxs ey ‘oduresodry [ ug ‘sopejussaad sopeymnsax sojedurid sof op od1ye1d uownsay ‘z¢ eandry

ejfosoiw ulog-ynpy

UoINAU aINjEWIWl UIOg-}npY

A ]

uoinau ainew ulog-jnpy

4Nag 6-dINN 3AOY ﬂthv Z¢lvv3 @ Bunjoyjes; sueiqwaw IYJNY \J IWdY Bulureuod-Lynio \ , | | JVAWN Bulurejuca-gznnio g JYAQWN Bulureluod-yznnio
| %

uonoajoud Aloway

juswuiredwi A1owa

; -uum.ao
198(qo Jeljwey .\h % ISAON

asuanbasuod
|ednoiAeyag

-121 -

snufB syeusQg

sobueyo Jenpn

sinn uoinepn
Jejnj3oenxg
e » @ » |UOISSBIdXS UIB)OIH
b .vk\ & b - " .
o ]
2 @ 5Y% F < . J A _ % ...... H
,\N i .\N h\fE L)H‘o ,N ” \
¢ €9 O o Lo B ES o e® €3 o
QU . o e ? pv . 3 e ? hs (= , -
? e 099" & 7y [ Oﬁmm.m -9 100y e ® @
[ ) e aploonsy Y







Discusion







DISCUSION

El alcohol, o EtOH, segtn la nomenclatura quimica, es la droga de abuso mas consumida en
el mundo, principalmente por su estatus legal y por la aceptacion social de la que goza en una
inmensa mayoria de paises. El impacto que genera, no solo al individuo que lo consume, sino
al conjunto de la sociedad, hace que sea una de las grandes preocupaciones en materia de salud
publica mundial. Si bien los patrones de uso crénico y los casos de dependencia a EtOH se dan
mas frecuentemente en etapas mas avanzadas de la vida, el consumo tipo binge, o en atracén, es
el mas practicado por los adultos jovenes, asi como entre adolescentes. Este grupo de poblacién
joven es especialmente vulnerable a la exposicion a niveles toxicos de alcohol, ya que se trata de
un periodo de desarrollo en el que se producen importantes cambios plasticos, habiéndose
demostrado, entre otras, graves consecuencias estructurales y cognitivas, que pueden seguir
patentes en la adultez y senectud. Por lo tanto, el desarrollo de estrategias terapéuticas dirigidas
a paliar los efectos de este patrén de consumo tipo binge sobre los procesos de aprendizaje y

memoria cobra especial relevancia de cara a amortiguar su impacto en la salud publica.

En los ultimos afios, el 3,3’-diindolilmetano, o DIM, producto de la digestiéon del indol-3-
carbinol presente de forma natural en los vegetales de la familia de las brasicaceas, ha sido objeto
de numerosos estudios por sus propiedades terapéuticas anticancerigenas y antioxidantes. Mas
recientemente, este interés se ha visto incrementado por su potencial como protector
neurolodgico, incluso a nivel cognitivo. Por ello, en la presente Tesis Doctoral se ha evaluado el
efecto de DIM sobre las alteraciones cognitivas y los posibles mecanismos subyacentes
producidos por la exposicion a un modelo de binge de EtOH. Nuestros datos demuestran que
DIM protege de la disfuncién de la memoria de reconocimiento provocada por el EtOH.
Cuando exploramos posibles mecanismos involucrados en este déficit cognitivo, observamos
que DIM modula la neurotransmisiéon glutamatérgica, ya que mantiene la homeostasis entre las
subunidades del receptor glutamatérgico NMDA y modifica la expresion del transportador de
glutamato EAAT2. Asi mismo, regula la actividad proteolitica de MMP-9 y previene el descenso
de neurogénesis inducido por el EtOH mediante un proceso independiente de BDNF. Teniendo
en cuenta estos resultados, DIM se postula como una posible herramienta terapéutica en la

prevencion del dafio cognitivo provocado por el binge de EtOH.
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= Nuestro primer estudio tenia como objetivo analizar los posibles efectos del tratamiento con

DIM sobre el impacto del binge de EtOH en la funcién de memoria de reconocimiento.

Demostramos que el tratamiento con DIM previene el déficit de memoria de reconocimiento
inducido por el binge de EtOH, segun los resultados del test NOR realizado a las 20 h tras la
ultima administracion de EtOH. Los ratones expuestos a EtOH sufrieron una disminucién del
indice de discriminacién con respecto a los animales control, mientras que los tratados con
DIM mantenian un indice similar al de los controles. Sin embargo, a los 7 dias, el déficit de
memoria inducido por el EtOH seguia presente, sin observarse la prevencion por DIM. Para
descartar que la acciéon de DIM a 20 h se produjera por una aceleracion de la eliminacién
plasmatica del EtOH, comparamos los niveles de EtOH plasmaticos entre animales tratados con
DIM vy no tratados. Confirmamos que la eliminacion en sangre era igual en ambos casos y, por
tanto, descartamos un posible efecto de DIM sobre la biotransformacion del EtOH, siendo esta

la principal via de eliminacién de la sustancia.

Son numerosos los estudios que muestran las consecuencias perjudiciales que el consumo
de EtOH tiene sobre la funcién cognitiva de memoria. A este respecto, nuestros datos
concuerdan con estudios en modelos animales que han evidenciado un menor rendimiento en
pruebas de memoria de reconocimiento, tanto en consumo tipo binge'”***>** como consumo
crénico'®. Igualmente, otros tipos de memoria, como la memoria espacial®***2% o la memoria
aversiva®”?® también se ven afectadas por la exposicion a EtOH en mdltiples patrones de
ingesta. Se han observado resultados similares en estudios en humanos, donde se han ratificado
los efectos deletéreos del EtOH sobre diversas funciones cognitivas, en distintos grupos de
edad*”?"". Ademas, en nuestro estudio, el déficit de memoria inducido por el binge de EtOH se
mantiene, al menos, durante 7 dias, lo que evidencia los efectos a largo plazo que ejerce la
exposicion a EtOH sobre el sistema nervioso. Se ha descrito en modelos animales que el

consumo de EtOH en etapas tempranas de la vida puede desencadenar modificaciones en el

212 213

cerebro adulto??, que se pueden ver reflejadas, por ejemplo, en variaciones estructurales?,
alteraciones en los sistemas de neurotransmisiéon®***'**'> o cambios en la conducta".
Igualmente, hay estudios longitudinales en humanos que coinciden con los datos preclinicos,
ya que se ha corroborado la pérdida de materia gris o la reduccién de materia blanca en

adolescentes y jovenes adultos tras la practica de binge drinking?®*'7'%,

En cuanto a los efectos de DIM, hasta la fecha, solo hay un estudio que ha constatado

especificamente el efecto protector de DIM sobre la memoria. En ratones, el tratamiento con
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una dosis diaria de DIM via oral durante tres dias previno el déficit de memoria espacial,
medido con la prueba del laberinto de agua de Morris, inducido por la administraciéon de
escopolamina (antagonista no especifico de receptores muscarinicos usado para simular déficits
de memoria por su capacidad para interrumpir la sefializacidn colinérgica)'”. El paralelismo de
nuestro experimento con este estudio en cuanto a administracion repetida de DIM y aplicacion
de un estimulo nocivo para la cognicidn respalda nuestro resultado como nueva evidencia de
que el tratamiento con DIM es eficaz contra el déficit de memoria; concretamente, en nuestro

caso, la memoria de reconocimiento.

En nuestros experimentos, el efecto de DIM se evalué en torno a dos factores: el numero de
dosis recibidas y el momento de administracion. En primer lugar, el tratamiento con una unica
dosis de DIM, administrada el ultimo dia de binge, en lugar de cuatro dosis, no consiguié
prevenir el déficit de memoria registrado en la prueba NOR a 20 h. En vista de nuestros
resultados, cabria pensar que la administracion de una sola dosis del compuesto no es suficiente
para inducir los mecanismos de neuroproteccion ante la toxicidad del EtOH, sino que, por el
contrario, fuera necesaria una administracion repetida para poder desencadenar las respuestas
neuroprotectoras. Asimismo, en el estudio anteriormente mencionado de déficit conductual

195, la prevencion de la disfuncién de memoria espacial se

por administracion de escopolamina
obtuvo después de tres dias de tratamiento con DIM. Aunque no probaron con un menor
numero de dosis, este trabajo respalda que la administracion repetida de DIM ejerce

eficazmente efectos neuroprotectores sobre la memoria frente al dafio producido por EtOH.

Por el contrario, al realizar el test NOR a los 7 dias tras la finalizacién del protocolo binge,
no se observd el efecto protector de DIM, tanto si este se administra durante el periodo de
exposicion a EtOH como durante los cuatro dias previos a la realizacion del test NOR, es decir,
tres dias tras la ultima administracion de EtOH (ver Materiales y métodos, seccion 3.2., Figura
8¢, d). Este dato indica que nuestro protocolo de administraciéon de DIM actda de forma eficaz
sobre el déficit de memoria tan solo de forma aguda y si se aplica durante el periodo de

exposicion a EtOH.

En el ultimo bloque de experimentos de comportamiento se examind el efecto
neuroprotector de DIM sobre la memoria de reconocimiento a 20 h en ratones hembra. El
analisis conductual revelé6 una disminucion significativa del indice de discriminacion,
reflejando, por tanto, un dafio en la memoria de reconocimiento, si bien este déficit fue un poco

menos marcado que en los machos. Sorprendentemente, el efecto neuroprotector de DIM no
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resultd estadisticamente significativo, si bien el valor medio del indice de discriminacion se
aproxima al de los controles. A la luz de estos resultados, decidimos de nuevo analizar la
velocidad de aclaramiento del EtOH plasmatico, esta vez para comparar si habia diferencias
metabolicas entre machos y hembras. A las 2 h tras la ultima dosis de EtOH se podia observar
que los niveles de EtOH en la sangre de los ratones hembra eran significativamente menores
que en los machos; a las 6 h, los machos tenian una concentracién de alcohol en sangre por
encima del umbral de la definicion de binge drinking (>80 mg/dL), mientras que en hembras el
EtOH se encontraba por debajo de los limites de deteccion. Es decir, en ratones hembra, el
EtOH se mantiene en el torrente sanguineo durante menos tiempo que en machos, por lo que

tiene menor capacidad temporal para ejercer sus efectos toxicos en el sistema.

La existencia de diferencias en la respuesta al consumo de EtOH entre ratones macho y
hembra esta bien documentada. En la literatura se ha descrito que en las cepas C57BL/6],
C57BL/10], DBA/2] y C3H/He las concentraciones de EtOH en plasma tras la administracion
intraperitoneal son mayores en machos que en hembras. Por el contrario, distintos estudios
indican que la administracién de EtOH por via oral conduce a niveles plasmaticos mas elevados
en hembras, lo cual pone de manifiesto la existencia de diferencias entre machos y hembras con
respecto a las enzimas gastricas y hepaticas encargadas del metabolismo del EtOH?***.
Conductualmente, también se ha descrito dimorfismo sexual en los niveles de consumo de
EtOH voluntario, siendo las hembras las que muestran mayor predisposicion a ingerir la
droga®*'*?, Este dato concuerda con lo obtenido desde finales del siglo pasado en la encuesta
ESTUDES, llevada a cabo entre adolescentes de nuestro pais. En el tltimo informe publicado
en el ano 2022, la encuesta refleja que, en la poblacion entre 14 y 18 afios y desde hace mas de
25 afios, las chicas muestran mayores cifras de consumo de alcohol tanto en los ultimos 12
meses como 30 dias, asi como una mayor proporcion de intoxicaciones etilicas"”. Sin embargo,
cuando las encuestas se realizan en poblacion general (15-64 afos), la tendencia se invierte,
especialmente a partir de la cuarta década. El ultimo informe del OEDA reveld que la tasa de
consumo diario de alcohol es mas de 4 veces mayor en hombres que en mujeres (14.2 vs. 3.4 %)
y que casi un 70 % de las personas admitidas a tratamiento para la dependencia a EtOH son
hombres®. En cuanto a efectos cognitivos, algunos trabajos han demostrado una mayor
vulnerabilidad del sexo femenino a los efectos neurotdxicos del EtOH en la funcién de memoria,

> Esta discrepancia con nuestros resultados

tanto en estudios clinicos***** como preclinicos
podria deberse a que en nuestro estudio no hemos tenido en cuenta el ciclo estral de las

hembras, factor que puede influir en el rendimiento cognitivo segtn el balance fisiologico
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hormonal, creandose asi divergencias sexuales en las funciones cognitivas, incluyendo la

memoria??6-2%8

. Por otro lado, se ha sugerido que pueden darse ventajas cognitivas para un sexo
u otro segun el test conductual realizado y los parametros de disefio del mismo. Por ejemplo,
en el caso de la prueba NOR, estudios con ratas han mostrado mejores resultados en el indice
de discriminacién en las hembras a medida que se incrementa el intervalo de retencion. Por el
contrario, en el test de localizacién de objeto, son los machos los que muestran una mayor
capacidad de memoria cuando se aumenta el tiempo de retencion®****. Nuestros experimentos
se diseflaron con un intervalo de retencién muy corto, por lo que la divergencia entre sexos no
podria explicarse por este factor. Aunque no podemos descartar por completo que el test
conductual elegido genera una ventaja en las hembras, teniendo en cuenta que los controles de
ambos sexos muestran niveles similares en el indice de discriminacidon, podemos suponer que

las diferencias observadas entre sexos en esta prueba conductual se deben mayormente a los

consecuencias sufridas tras el binge de EtOH.

En definitiva, nuestros datos muestran que, el tratamiento con DIM previene, a corto plazo,
el déficit de memoria de reconocimiento inducido por el binge de EtOH en machos, mostrando

una tendencia similar, aunque no significativa, en hembras.

En el cerebro maduro, el glutamato es el neurotransmisor excitatorio por excelencia y esta
implicado en multitud de eventos fisiolégicos, como procesos de cognicion, aprendizaje y

recompensa, y de patologias neurologicas y psiquiatricas.

En el campo de las drogas de abuso, las proyecciones glutamatérgicas de regiones corticales
hacia areas mesolimbicas son clave para el desarrollo de las conductas adictivas'*'. La
sefializacion GABAérgica se consideraba clasicamente como la diana cerebral principal de los
efectos del EtOH. A finales de los afios 80 surgieron los primeros estudios que desvelaban la
capacidad del EtOH para inhibir la funciéon de los receptores NMDA™, con lo que estos
receptores pasaron a ser uno de los factores mediadores clave para los efectos del EtOH. Por
ello, en el siguiente bloque experimental decidimos explorar los efectos de DIM sobre las
modificaciones que el binge de EtOH pudiera ejercer sobre diferentes componentes del sistema

glutamatérgico en el hipocampo.

El primer receptor analizado fue el receptor ionotropico NMDA, en concreto sus

subunidades GluN2A y GIluN2B. El binge de EtOH indujo un aumento de GluN2A a1y 20 h
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tras la altima administracion de EtOH, mientras que para GluN2B es a 3 h cuando observamos
un leve incremento. Por su parte, DIM previno la modificacion de los niveles de GluN2A solo
a 1 h tras la ultima administraciéon a EtOH. Ademas, dada la especificidad funcional de cada
subunidad, resultaba de interés analizar el efecto del EtOH y de DIM sobre las alteraciones en
las propiedades cinéticas de los receptores NMDA a través de la ratio GluN2A/GluN2B.
Observamos que, a 20 h tras el binge, el EtOH producia un marcado incremento en la ratio
GluN2A/GluN2B, lo cual se previno por el tratamiento con DIM. Por tanto, el tratamiento con
DIM es eficaz en el mantenimiento de la homeostasis entre las subunidades del receptor

NMDA.

Como se menciond en la introduccidn, los receptores NMDA son heterotetrameros
formados por el ensamblaje de dos heterodimeros, en los que cada uno de ellos contiene
obligatoriamente una subunidad GluN1 asociada a otra subunidad NMDA (GluN2A-D,
GluN3A-B)'*%. Se sabe que los receptores formados por dimeros GluN1-GluN2A o GluN1-
GluN2B son mas sensibles a los efectos del EtOH que los que contienen otras subunidades®’,
aunque la sensibilidad de las distintas subunidades puede variar segtn la regidn cerebral en
cuestion y también seguin la cepa animal elegida®>**. Asimismo, también hay evidencias
clinicas de que la alteracion de subunidades de NMDA ocurre en pacientes con trastorno por
uso de alcohol**. En nuestro estudio, ademas, observamos que los cambios inducidos por el
binge pueden oscilar segtn el punto temporal elegido tras la tltima administracién de EtOH, lo
que podria estar apuntando a un mecanismo compensatorio entre subunidades. Apoyando la
propuesta anterior, en un modelo knock out para mGluR5, varias subunidades del receptor
NMDA variaban su expresion en el hipocampo y cortex prefrontal en distintas etapas del

neurodesarrollo postnatal en respuesta a la ablaciéon de mGluR5**.

Dada la implicacion esencial de los receptores NMDA en distintos procesos de memoria,
podemos postular que la regulacion de la expresion de las subunidades de este receptor es uno
de los mecanismos de neuroprotecciéon del tratamiento con DIM. Hasta ahora, solo
encontramos una publicacion que relacione directamente las propiedades neuroprotectoras del
tratamiento con DIM con una modulacion de los receptores NMDA, en un modelo in vivo de
asfixia perinatal*. Los efectos beneficiosos de DIM ante condiciones de hipoxia se reflejaron en
la restauracion del peso del hemisferio ipsilateral, la normalizacién del nimero de neuronas y
la reduccién de la expresion de factores apoptoticos. Estos efectos iban acompanados de una

disminucion de la sefializaciéon por las vias de AhR y GluN2B, cuya transcripcidon se vio
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reducida®®. En cambio, nuestros datos muestran una regulacion por parte de DIM especifica de
la subunidad GluN2A, mientras que carece de efecto para GluN2B. Cabe pensar que la
regulacion selectiva de estas dos subunidades se deba a la fase vital de los animales: el trabajo
con el modelo de hipoxia se desarrolla en la etapa perinatal, momento en el que la expresion de
GluN2A comienza a producirse, cuando su presencia todavia es notablemente menor que la de
GluN2B; en nuestros experimentos, los ratones son jovenes adultos, por lo que el cambio de
subunidades ya tuvo lugar y la expresion de GluN2B es mas reducida. Ademas, en nuestro caso,
es posible que DIM actue sobre GluN2A porque es la subunidad cuyos niveles de expresion se
modifican tras la exposicion a EtOH, mientras que no es necesario modular la expresion de

GluN2B porque el binge de EtOH no genera cambios en ella.

La prevencion mediante el tratamiento con DIM del déficit de memoria observado a 20 h
tras la dltima exposicién a EtOH se puede correlacionar con la normalizacién de la ratio
GluN2A/GIuN2B. Diversos trabajos han abordado la dinamica de las subunidades NMDA en
torno a su importancia en eventos de aprendizaje y memoria. Un estudio en ratones que
sobreexpresaban la subunidad GluN2A ha demostrado que un aumento en la amigdala
basolateral de la ratio GluN2A/GIuN2B tras el aprendizaje con un paradigma de memoria de
miedo auditiva bloquea la desestabilizacion y modificacion del recuerdo. Adicionalmente, el
mismo estudio prueba la importancia de esta ratio en memoria a largo plazo, ya que se observo
que aumentar la ratio previo al aprendizaje produjo un deterioro significativo en la memoria de

237 También se ha

miedo a largo plazo, medida 24 h tras la asociacion del estimulo auditivo
descrito en un paradigma de condicionamiento de miedo con ratones en fase de
neurodesarrollo que, al sobreexpresar los niveles de GluN2A en el giro dentado, incrementaba
la vulnerabilidad ante la interferencia retrospectiva; esto es, la recuperacion de la memoria de
miedo ante un estimulo sonoro de baja frecuencia se veia interrumpida tras la presentacion de
un estimulo novedoso. Es interesante sefialar que el mismo resultado se observé cuando se
disminuyeron los niveles de GluN2B mediante el uso de RNA de silenciamiento®*. Un reciente
estudio ha encontrado una rara variante génica de GIuN2A en un paciente con deficiencia
intelectual, epilepsia focal, sordera y retraso en el desarrollo. La mutacién que da lugar a esta
variante, un cambio del aminoacido lisina por arginina (K879R), no cambia las propiedades
cinéticas del receptor, pero aumenta su expresion en la superficie neuronal. Los ensayos con un
modelo knock-in de la mutacién con ratén y con cultivos celulares mostraron que el aumento

sinaptico de GluN2A o de la forma mutada esta ligado a déficits en aprendizaje y memoria,

perturbaciones en las corrientes excitadoras mediadas por los receptores NMDA y AMPA y
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alteraciones en los parametros de la LTP y LTD*”. Por tanto, son diversos los estudios que
demuestran que una sobreexpresion de la subunidad GluN2A puede generar un impacto
negativo en los procesos de memoria. No obstante, la subunidad GluN2B no es ajena a la
funcionalidad de la memoria y se ha observado que la alteracion de GluN2B puede condicionar
esta funcion cognitiva en distintos contextos, incluyendo la exposiciéon a EtOH. Varios estudios
han encontrado que, en modelos binge de EtOH similares al nuestro, se producian deterioros
de memoria mediante la activacién génica y aumento de la expresion de la subunidad GluN2B
y la alteracion de los potenciales postsinapticos excitadores de receptores NMDA!'"**. Todas
estas evidencias sugieren que cualquier desequilibrio en la composicion de subunidades del
receptor NMDA va a derivar en un déficit de memoria y que, por tanto, esta alteracion
representa una diana terapéutica apropiada de DIM para la prevencion del dafo cognitivo

inducido por el EtOH, que en nuestro caso seria a través de la subunidad GluN2A.

Numerosos estudios han mostrado que el consumo de EtOH interfiere en los eventos de LTP
en diversas dreas cerebrales implicando varios sistemas de neurotransmision, incluyendo,
ademds del glutamatérgico, el GABAérgico, opioide y dopaminérgico®**-**. En nuestro caso,
la alteracion del equilibrio de subunidades NMDA podria estar alterando los procesos de
plasticidad sinaptica necesarios para el funcionamiento de la memoria de reconocimiento.
Dadas las diferencias en las caracteristicas cinéticas de las subunidades, el aumento de la ratio
GluN2A/GluN2B que hemos observado en nuestros experimentos se traduciria en una mayor
probabilidad de apertura, una mayor velocidad de cierre del canal y una menor entrada de Ca**,
lo que impactaria sobre las corrientes i6nicas a través del mismo'**'*. Otra consecuencia del
aumento de la ratio GluN2A/GluN2B es la modificacion de los umbrales de induccién de LTP
y LTD: al aumentar la ratio, serfan necesarias estimulaciones mas potentes para inducir LTP,
mientras que se ampliaria el rango de estimulaciones débiles para inducir LTD, generando asi
un desequilibrio entre ambos procesos***. El aumento de la ratio GluN2A/GluN2B producido
por nuestro protocolo de binge podria inducir una alteracion en las propiedades cinéticas de los
receptores NMDA y el potencial de membrana, modificando asilos procesos de LTP y LTD que
gobiernan el establecimiento de la memoria. Por su parte, el tratamiento con DIM equilibra

estas alteraciones, consiguiendo de esta manera una proteccion de la funcién de memoria.

Finalmente, diversas evidencias apuntan a un posible papel neuroprotector de la subunidad
GluN2A*** que podrian llevarnos a pensar que el aumento de esta subunidad observado en los

animales a los que se les administra EtOH seria una respuesta fisioldgica dirigida a promover la
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supervivencia de neuronas hipocampales ante la exposicion a EtOH. Concretamente, GluN2A
se ha relacionado con la supervivencia celular mediante la activacion del factor CREB**>**¢, que
a su vez aumentaria los niveles de expresiéon de BDNF, promoviendo la sefalizacion por vias
antiapoptoticas como medidas para potenciar la supervivencia celular tras un estimulo dafino
en el SNC***%, No obstante, en nuestros experimentos no hemos observado cambios en la
expresion de CREB que puedan relacionarse con las posibles propiedades neuroprotectoras de
un aumento de GluN2A, por lo que parece improbable que el aumento de GluN2A inducido
por el EtOH esté dirigido a desencadenar mecanismos de supervivencia en respuesta al dafio

producido.

El otro receptor ionotrépico estudiado fue el receptor AMPA, a través de su subunidad
GluAl. La subunidad GluAl es fundamental para los procesos de LTP y LTD y para el
establecimiento de la memoria a corto plazo™**. Se ha visto que esta subunidad esta implicada
en los cambios adaptativos cerebrales inducidos por la exposicion a drogas de abuso*”. En la
literatura podemos encontrar trabajos que han observado niveles de GluA1 aumentados en el
nucleo accumbens de ratones sometidos a una unica sesiéon de binge**. También se han
obtenido elevaciones en esta subunidad en la region orbitofrontal en cerebros de monos tras el
consumo cronico de EtOH*! o durante la fase de abstinencia tras exposicion crdénica en cultivos
organotipicos de secciones hipocampales de rata!’**?. Contrariamente, se ha visto que el
consumo cronico de EtOH puede disminuir la expresiéon de GluAl en el hipocampo de
ratones®. Asimismo, el consumo de EtOH no solo afecta a la concentracion de este receptor,
sino que, de manera similar a lo que ocurre con el receptor NMDA, también puede modularlo
a nivel funcional, modificando la conductividad sinaptica mediante la alteraciéon de las
corrientes generadas por este receptor o interfiriendo en la transicién entre estados de
activacion®»*>** Todo esto sugiere que los cambios inducidos por la exposicién a EtOH en el
receptor AMPA son diversos y dependen del organismo animal usado, modelo de consumo y
region cerebral estudiada. Nuestros resultados mostraron que ni el paradigma de binge de EtOH
ni el cotratamiento con DIM indujeron ninguin cambio en la expresion total de este receptor en

el hipocampo a ninguna de las horas analizadas.

Adicionalmente, para el receptor AMPA también estudiamos los efectos sobre la
incorporacion del receptor en la membrana neuronal mediante un ensayo de biotinilaciéon de
superficie. La presencia de estos receptores en la membrana neuronal se modifica con

frecuencia como mecanismo para modular la transmision sindptica. Teniendo en cuenta que el
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flujo de iones a través de los receptores AMPA precede y es requerido para la activacion de los
receptores NMDA, la regulacion de la disponibilidad o localizacién de receptores AMPA en la

sinapsis dard lugar a variaciones en la respuesta eléctrica de la neurona'*

. Por tanto, los posibles
cambios inducidos por el EtOH en la integracion del receptor AMPA en la membrana neuronal
podrian ser una diana del tratamiento con DIM. Observamos que la exposiciéon a EtOH
aumentaba la presencia del receptor AMPA en la fraccion de superficie a 1 y 20 h tras la tltima
administracion. Por su parte, el tratamiento con DIM no prevenia este aumento a ninguna de
las horas analizadas. Esto viene a confirmar que, si bien no se ve alterada la concentracion total,

nuestro modelo de binge de EtOH promueve la insercion del receptor AMPA en la membrana

plasmatica.

El trafico a la superficie neuronal y la localizacion de este receptor se ven afectados por la
exposicion a EtOH, como sugiere un estudio con cultivos organotipicos hipocampales donde
observaron cambios de expresion en la subunidad GluA1l en homogenados totales, pero no en
la fraccidn postsindptica, revelando una redistribucion de la localizacion del receptor fuera de
la hendidura sinaptica*. Ademas, se ha observado que el bloqueo del trafico a membrana de
receptores AMPA con subunidades GluA1 en la amigdala basolateral disminuia el consumo de
EtOH en un paradigma de autoadministracién con ratones C57BL/6]*>*. Todo esto sugiere que
el receptor AMPA conformado por subunidades GluA1 es una diana clave en la aparicién de
eventos neuroplasticos en areas del circuito de recompensa implicadas en el consumo de EtOH.
Estas evidencias van en linea con nuestros resultados, que podrian estar apuntando a un evento
de neuroplasticidad hipocampal desencadenado como consecuencia de la exposicidn repetida

a EtOH.

Por otra parte, los receptores AMPA con subunidades GluAl, a diferencia de la GluA2, son
permeables al paso de iones Ca*', lo que potencia las corrientes eléctricas por estos canales, asi
como su activacion y sus propiedades cinéticas**. La alteraciéon en la proporcion de estas
subunidades es un evento bien descrito para multitud de estimulos, incluida la exposicion a
diversas sustancias psicoactivas®’*®. Con esto, podemos hipotetizar que el aumento de la
presencia en membrana de receptores AMPA inducido por el modelo de binge de EtOH podria
estar causando un incremento de la conductividad eléctrica en las neuronas hipocampales
mediante la facilitacion de corrientes de Ca** por canales AMPA-GluAl. Esto conduciria a una
sobreestimulacion postsinaptica mediada por el receptor AMPA, implicada en numerosas

135

patologias neuroldgicas'””>, que podria estar propiciando el déficit de memoria de
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reconocimiento. El tratamiento con DIM carece de capacidad para modular la sintesis o las
perturbaciones en el trafico a membrana del receptor AMPA, por lo que la proteccién que ejerce
sobre la memoria no implica a esta via. En este contexto, es posible que el aumento de la
subunidad GluN2A de los receptores NMDA respondiese a un intento del organismo de
disminuir la entrada de Ca®*, ya que, como se ha mencionado anteriormente, las caracteristicas
cinéticas de GIuN2A limitan el flujo de este ion'*. Por su parte, el tratamiento con DIM,
mediante la regulacion de las subunidades del receptor NMDA, podria estar equilibrando las
corrientes eléctricas aberrantes generadas por la mayor presencia en superficie del receptor

AMPA, contribuyendo asi a la prevencion del déficit de memoria de reconocimiento.

Ademas de los receptores ionotropicos, decidimos estudiar el estado del receptor
metabotrépico mGluR2, que como autorreceptor presindptico, junto con mGluR3, estd
implicado en modulacién negativa de la transmision excitatoria glutamatérgica y en procesos
de LTD'*. En general, los receptores metabotrépicos han recibido menos atencién que los
ionotrdpicos en cuanto a los efectos deletéreos del EtOH, pero recientemente han acaparado
interés por su potencial terapéutico en enfermedades neurodegenerativas, desérdenes
neuroinflamatorios y abuso de drogas™*!***!. Con respecto a su papel en adiccion, se ha
demostrado su implicacion tanto en la conducta de bisqueda de la droga como en el declive
cognitivo inducido por el consumo®**. Hay modelos animales que correlacionan la pérdida de
expresion y funcién de mGluR2 en el circuito corticolimbico con el consumo crénico
intermitente de EtOH, lo que a su vez se traduce en una mayor conducta de busqueda de
EtOH*?%. En nuestros experimentos, ni el binge de EtOH ni el tratamiento con DIM
modificaron la expresion de mGluR2 en el curso temporal estudiado. Esto puede estar
indicando que un consumo binge no es suficiente para inducir cambios en la expresion de este
receptor. Por otro lado, se ha demostrado en modelos de consumo de EtOH tipo binge que la
activacion de mGluR2/3 puede prevenir el déficit en aprendizaje espacial®**. Sin embargo,
nuestros datos muestran que el tratamiento con DIM no ejerce accidn a través de mGluR2 que

pueda estar relacionada con su proteccion de la memoria.

Finalmente, el analisis del transportador astrocitico EAAT2 revel6 que a 20 h DIM produjo
un aumento de sus niveles en los ratones sometidos al binge de EtOH. Dado que no
encontramos en la literatura cientifica precedente sobre una relacién entre EAAT2 y DIM, por
primera vez demostramos que el tratamiento con DIM interviene en la modulaciéon de la

expresion de EAAT?2. Este transportador se encuentra ampliamente distribuido en el cerebro
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adulto y es responsable de aproximadamente el 90% de la recaptacion del glutamato de la
hendidura sindptica, lo que explica su papel fundamental frente a eventos de excitotoxicidad
glutamatérgica'*. Si bien la administracion aguda de EtOH tiende a disminuir la liberacién de
glutamato, hay diversos estudios que han verificado, tras consumo crénico o tras varias
exposiciones tipo binge, asi como en la fase de abstinencia, el aumento de la concentraciéon de
glutamato extracelular o alteraciones en proteinas postsindpticas implicadas en la sefializacion
por glutamato en dreas cerebrales como el nucleo accumbens o el area tegmental ventral®”2%>2%,
Aunque no disponemos de informacién sobre la concentracion extracelular de glutamato, el
aumento del receptor EAAT2 podria generar un mecanismo dirigido a compensar un posible

exceso de niveles sindpticos de glutamato y asi disminuir la sobreestimulacién postsinaptica.

Esta propiedad de DIM concordaria con estudios recientes que han revelado un posible uso
terapéutico de los farmacos N-acetilcisteina y riluzol. La N-acetilcisteina es un derivado del
aminodcido cisteina con propiedades reguladoras sobre la transmisién glutamatérgica, en
particular, a través de la estimulacion del transportador EAAT2. Hay estudios que relacionan
directamente la disminucion de la expresién o la funcionalidad de EAAT2 con déficits
cognitivos de memoria en modelos de enfermedad de Alzheimer, esquizofrenia o dafio
hepatico**”!*, por lo que cabe pensar que una activacion de este receptor podria beneficiar a
la funcién de la memoria. De hecho, hay estudios que han mostrado que el tratamiento con N-
acetilcisteina puede aliviar déficits de memoria inducidos en distintos modelos patoldgicos,
como enfermedad de Alzheimer, envejecimiento o intoxicaciéon por cadmio®”%. Asimismo, la
N-acetilcisteina se ha propuesto como potencial tratamiento frente a la adicciéon a diversas
drogas®. Estudios preclinicos y clinicos demostraron que el tratamiento con N-acetilcisteina
es eficaz para reducir el consumo de diversas drogas, incluyendo alcohol'*****”2, Por otro lado,
un estudio con un modelo de envejecimiento en ratas demostré que el tratamiento con el
farmaco riluzol, aprobado para el tratamiento de la esclerosis lateral amiotréfica, aumentd la
expresion de EAAT2, lo que ellos sugieren como un posible mecanismo terapéutico ante el
declive cognitivo derivado de la edad*”. En concordancia con esto, un estudio en un modelo de
enfermedad de Alzheimer con ratas inducido por administracién intrahipocampal del péptido
amiloide Ap;.. mostr6 una mejoria del déficit de memoria espacial y la LTP hipocampal tras el
tratamiento con riluzol. Los efectos del riluzol se relacionaron la recuperacion del equilibrio
entre la sefializacion glutamatérgica y GABAérgica mediante la inhibicion del aumento de los

niveles de glutamato extracelular”*. Con todas estas evidencias, nuestros datos respaldan la

propiedad de DIM de aumentar la expresiéon de EAAT?2 tras la exposicion a EtOH como un
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mecanismo que podria estar dando lugar a la proteccién de memoria de reconocimiento

observada en el test NOR.

A modo de resumen, nuestro paradigma de binge drinking interfiere en la homeostasis de la
seflalizacion glutamatérgica mediante la alteracion del equilibrio entre las subunidades GluN2A
y GluN2B del receptor NMDA vy el trafico a membrana del receptor AMPA. Esta interferencia
en la neurotransmision glutamatérgica hipocampal se puede asociar al déficit de memoria de
reconocimiento a corto plazo. Por su parte, el tratamiento con DIM previene el dafio de
memoria a 20 h tras la ultima exposicion a EtOH, efecto que se correlaciona con la prevenciéon
del desequilibrio entre subunidades NMDA y con un aumento de la concentraciéon del
transportador EAAT?2. De esta manera, podriamos sugerir que DIM estaria promoviendo una
estrategia sinérgica para modular la transmision glutamatérgica, regulando, por un lado, la
homeostasis entre GluN2A y GluN2B vy, por otro, aumentando la sintesis de EAAT2 en

respuesta a un posible aumento de glutamato extracelular.

A través de la degradacion de la ECM, las metaloproteasas MMP-2 y MMP-9 participan en los
cambios plasticos necesarios para la reorganizaciéon de las conexiones cerebrales durante los

procesos de aprendizaje y memoria”.

Mientras que MMP-2 no se ve modificada de manera relevante en el periodo de tiempo
analizado, MMP-9 sufre oscilaciones en su actividad proteolitica inducidas por el binge de
EtOH, que no pueden ser asociadas a cambios en la expresion proteica. El binge de EtOH
produce una reducciéon acusada de la actividad de MMP-9 1 h después de la ultima
administracion, induce una tendencia al alza a las 3 h tras la ultima inyeccién frente a los
controles y, finalmente, a 20 h tras el Gltimo binge, la actividad metaloproteasa en los animales
sometidos al binge de EtOH es significativamente mayor que en los animales control. Hay datos
en la literatura cientifica que respaldan los diversos efectos que la exposiciéon a EtOH puede
ejercer sobre la actividad y expresion de MMP-9. La aplicacién de una tnica dosis de EtOH
disminuy¢ la actividad de MMP-9 en hipocampo y corteza prefrontal de ratas 2, 4 y 6 dias mas
tarde*”. Otro estudio en ratas encontré elevaciones de los niveles de ARN y de la forma activa
de MMP-9 en hipocampo y corteza prefrontal en tratamiento agudo y a corto y largo plazo tras
la exposiciéon a EtOH con un modelo de acceso intermitente cronico. En secciones
organotipicas corticales de ratones neonatos, la exposicion a EtOH bloqued la actividad

proteolitica de MMP-9 inducida por la liberacién de glutamato'*®. En tejido postmortem de
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humanos con historia clinica de dependencia a EtOH, se ha encontrado un aumento de la
actividad de MMP-9 en la corteza prefrontal dorsolateral®’s. Por tanto, como evidencian estos
trabajos, el EtOH puede modular tanto la actividad como la expresion de MMP-9 de manera

especifica segun la region cerebral, el modelo de consumo o el momento de analisis.

Las MMP han ido adquiriendo atencién como factor clave en plasticidad sinaptica y, de
especial interés para nosotros, en eventos de aprendizaje y en el establecimiento de varios tipos
de memoria’. En secciones hipocampales de rata, se describié que MMP-9 se activaba tras la
inducciéon quimica de estimulos de LTP y que la aplicacién de un inhibidor de MMP-9
bloqueaba por completo la LTP en el area CA1 hipocampal. Ademas, también observaron que
1 h tras la induccién de LTP los niveles de la forma activa de MMP-9 habian incrementado™.
Mas tarde, el mismo grupo comprobd in vivo que los niveles de expresion y de actividad de

157 Estudios con ratones

MMP-9 se elevaban tras sesiones de aprendizaje de evitacion inhibitoria
knock-out para MMP-9 desvelaron una disminucién de la motivacién por la busqueda del EtOH
en un paradigma de autoadministracién y alteraba la densidad y morfologia de las espinas
dendriticas en la amigdala central. Con sujetos humanos, la inhibicién de MMP-9 mediante
doxiciclina producia un dafio en extincién de memoria y reaprendizaje*”’. En conjunto, estos

estudios sugieren que distintos aspectos de la funciéon de memoria estan asociados al aumento

de la expresion o la actividad de MMP-9.

En nuestros resultados, contrariamente, el déficit de memoria de reconocimiento coincide
en el tiempo con el aumento de actividad de MMP-9. Una posible explicacion a esta
discrepancia es que la subida de actividad proteolitica se debe a la administraciéon de EtOH y no
funciona como un mecanismo de plasticidad inducido por la exposicion previa a una prueba de
conducta. Podemos hipotetizar, por tanto, que la sobreactivaciéon de MMP-9 por la ingesta de
EtOH esta impidiendo su funcionamiento fisioldgico normal, dificultando la memoria a corto
plazo. De hecho, en enfermedades neurodegenerativas, la alteracion en MMP-9 propicia la
degradacion de proteinas fundamentales para la transmision sinaptica, como seria el caso de la
proteina basica de mielina. Consecuentemente, el impulso nervioso se ve entorpecido o
impedido, desencadenando la aparicion de déficits cognitivos'*>?’®”°, De manera similar, en un
modelo de recuperacion de laparotomia, el déficit de memoria espacial postquirtrgico se podia
relacionar con un aumento de la expresion de MMP-9 y una disminucién de su inhibidor
TIMP-3 en el hipocampo, mientras que la recuperacion del balance MMP-9/TIMP-3, alivié el

dano cognitivo®. Por lo tanto, podemos sugerir que el aumento de la actividad de MMP-9
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incitado por el EtOH impide su correcto funcionamiento fisioldgico, traduciéndose en el déficit

de la memoria de reconocimiento.

DIM produjo una disminucion de la actividad proteolitica de MMP-9 a 20 h post-binge,
coincidiendo con la prevencion del déficit de memoria. Ademas, este efecto también se observd
a las 3 h post-binge, aunque solo en el grupo EtOH + DIM en comparacion con los que solo
recibieron EtOH. No es del todo inesperado este mecanismo, dado que el tratamiento con DIM
puede inhibir la actividad y expresion de MMP-9 en diversos modelos experimentales,
incluyendo sinoviocitos de artritis reumatoide, cancer de tiroides o cancer de endometrio®' %,
En el caso del cancer, la invasion y migracion de células tumorales malignas se favorece por la
sobreactivacion de MMP-9'%, de ahi que su inhibicién suponga una propiedad antimetastasica
de DIM. Por tanto, el bloqueo de la actividad de MMP-9 por el tratamiento con DIM puede
estar impidiendo los efectos negativos del exceso de actividad proteolitica sobre la memoria de
reconocimiento. Ademas, otro factor que puede estar impactando en la alteracion de la
actividad de MMP-9 es el receptor NMDA. El aumento de actividad metaloproteasa a las 20 h
en los animales expuestos a EtOH coincide con el incremento de GluN2A, por lo que el
aumento de sefalizacion por el receptor NMDA favorece la mayor actividad de MMP-9, como
se ha descrito en trabajos previos’****. Por su parte, como el tratamiento con DIM disminuye
los niveles de GIuN2A, es posible que esta accion también contribuya de manera sinérgica a la
reduccidn de la actividad de MMP-9 en los animales cotratados con DIM. En sentido opuesto,
MMP-9 puede intervenir y regular especificamente el trafico de receptores NMDA a

membrana'®

. Por tanto, las perturbaciones en la actividad de MMP-9 pueden alterar la
incorporacion de receptores NMDA en la membrana neuronal, aportando asi a la disfunciéon

de memoria.

Como se ha comentado anteriormente, la actividad de MMP-2 no se vio gravemente
modificada ni por el binge de EtOH ni por el tratamiento con DIM. Al contrario que la inducible

MMP-9, MMP-2 se expresa constitutivamente en el cerebro adulto*”

, por lo que resulta logico
que las alteraciones en esta metaloproteasa fueran menos marcadas. Aunque en la literatura se
pueden encontrar evidencias de perturbaciones en la actividad o expresién de MMP-2 asociadas
tanto a la exposicion a EtOH como al dafio en funciones cognitivas*®****” y DIM también puede

modificar los niveles de expresion o actividad de MMP-228!282

, en nuestros experimentos parece
improbable que MMP-2 intervenga en el déficit de memoria de reconocimiento inducido por

el EtOH o la prevenciodn tras el tratamiento con DIM.
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En conjunto, los datos recogidos en este bloque de experimentos revelan que el binge de
EtOH es capaz de ejercer acciones moduladoras especificamente sobre la actividad de MMP-9,
sin modificar la expresion de la proteina. Ademas, el tratamiento con DIM también influye en
los niveles de actividad de MMP-9, de manera que su efecto neuroprotector sobre la memoria
coincide temporalmente con una prevencion del aumento de la actividad de la metaloproteasa.
En este punto, es plausible que DIM este deteniendo una activaciéon aberrante de MMP-9 que
genere interferencias en el correcto funcionamiento de la memoria de reconocimiento a corto

plazo.

= El alcohol se ha postulado como uno de los numerosos factores que afectan a la neurogénesis
hipocampal, habiéndose demostrado repetidamente que inhibe marcadores de proliferacion

neural tanto en roedores como primates no humanos**%.

La pérdida de neurogénesis debida al consumo de EtOH es especialmente preocupante en el
caso de adolescentes, donde se ha observado que dicho descenso persiste hasta la edad adulta
incluso tras la abstinencia?'**. Las neuronas de nueva formaciéon procedentes de la zona
subgranular del hipocampo se integran en los circuitos hipocampales a través de la capa
granular del giro dentado y se sabe que estan implicadas en las funciones cognitivas
hipocampales desde antes de alcanzar la madurez celular®"**>. Por ejemplo, en un modelo de
enfermedad de Alzheimer, la regulacion de la extension de las dendritas en células DCX
positivas se relacioné con un mejor desempeiio en la prueba de memoria espacial del laberinto
de agua de Morris*”. El papel de la neurogénesis hipocampal en los procesos de aprendizaje y
memoria aun no ha sido esclarecido en su totalidad, pero el consenso dicta que los distintos

eventos de cognicion se facilitan mediante la neurogénesis'”.

Nuestros datos muestran una reducciéon del nimero de neuronas inmaduras tras el binge de
EtOH. La disminucion del nimero de neuronas DCX positivas por la exposicion a EtOH no es
un resultado inesperado: la literatura contiene un buen numero de estudios que reportan este

295 asi

efecto en consumo cronico®, acceso intermitente a EtOH*'**" o protocolos de binge
como en muestras postmortem de pacientes alcohdlicos®. Por su parte, nuestros resultados
indican que el tratamiento con DIM en animales expuestos a EtOH mantiene el nimero de
neuronas DCX positivas a niveles equivalentes a los de los animales control, es decir, previene
la pérdida de neuronas inmaduras inducida por el binge de EtOH, resultado que, ademas, se

correlaciona con la mejora observada en la prueba de reconocimiento de objeto. De acuerdo
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con nuestros resultados, se ha demostrado que existe una correlacién positiva entre la
generacion de nuevas neuronas inmaduras y una mayor puntuacion en el indice de
discriminacion en la prueba de reconocimiento de objeto?'®. Un trabajo reciente ha demostrado
que los indoles derivados de la microbiota, como el grupo de los glucosinolatos (al que
pertenece DIM), promueven la neurogénesis a través de AhR, lo que no ocurre con otros
ligandos del receptor, como la kinurenina®’. Mas alla de eso, en la literatura, no hay mencién
expresa a alguna relacion entre DIM y la proteccion de la neurogénesis, por lo que nuestro
resultado representa la primera evidencia a este respecto. Podemos pensar, entonces, que la
preservacion de neuronas inmaduras por el tratamiento con DIM tras la exposicion al binge de
EtOH es clave para la proteccidon de la memoria observada en la prueba NOR, lo cual ya se ha

demostrado con otros tipos de pruebas cognitivas®®.

A continuacidn, evaluamos el efecto de DIM sobre las alteraciones en la supervivencia de
células nerviosas de nueva generacion inducidas por el EtOH. En primer lugar, nuestros
resultados muestran que el protocolo de binge de EtOH disminuye el nimero de neuronas
maduras de nueva formacion. Esta bien establecido que el consumo de EtOH disminuye el
numero de neuronas maduras en el hipocampo y otras areas del cerebro tanto en modelos
animales como en humanos*°~"". Por tanto, nuestros experimentos ratifican que el periodo de
maduracion de las neuronas es especialmente vulnerable a la exposicién a EtOH y que el
consumo tipo binge de EtOH afecta a la supervivencia de células inmaduras en diferenciacion.
Sin embargo, es contraintuitivo que el tratamiento con DIM no ejerza en este caso el mismo
efecto protector que hemos observado para las células DCX*. Es posible que esta falta de
proteccion de DIM para la supervivencia neuronal se deba al momento en el que se administra:
cuando se administra por primera vez DIM, estas células casi han completado su diferenciacion,
por lo que han tenido que atravesar todo el protocolo de binge mientras iban madurando y,
dada la sensibilidad de este periodo, es probable que muchas de esas células se hayan perdido
por la exposicion a la droga. En cambio, en el caso de las células DCX*, el tratamiento con DIM
se aplica cuanto estdn en esa fase de maduracion y es posible que las acciones desplegadas por
DIM protejan a estas células. Cabe especular, por tanto, que un tratamiento a largo plazo con
DIM, por ejemplo, desde el comienzo del protocolo de binge de EtOH, podria ser beneficioso
para la restauracion de la neurogénesis hipocampal, pudiendo ser una alternativa para prevenir
el déficit de memoria a 7 dias, del cual no vemos prevencion con el tratamiento de 4 dosis de
DIM. Sin embargo, y a falta de experimentos adicionales que determinen el nimero total de

nuevas neuronas maduras en tiempos posteriores, hay que ser cautos a la hora de extrapolar
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entre las neuronas inmaduras marcadas con DCX y los niveles de células maduras futuras, ya
que se ha sugerido que la relacion entre los niveles de neurogénesis del hipocampo adulto y la
expresion de DCX no es lineal®” y que esta proteina no es imprescindible para la supervivencia

de nuevas neuronas®®.

En el caso de la microglia, observamos el efecto contrario que para las neuronas maduras:
los animales que recibieron dosis de EtOH mostraban una mayor proporcion de células que
colocalizan BrdU"/ Iba-1*. Este dato coincide con un estudio en el que demostraron que, tras
un binge de EtOH en 4 dias consecutivos, la irrupcién temprana de proliferacion celular
correspondia con el aumento del comarcaje de BrdU*/ Iba-1"**. Un trabajo posterior, ademas,
demostré que la administracion de EtOH tipo binge durante el periodo adolescente dispard un

evento de proliferacién microglial que se mantuvo hasta la adultez’®

. Es importante tener en
cuenta que neuronas y astrocitos comparten un mismo progenitor original, la glia radial,
mientras que la microglia procede de nichos proliferativos diferentes y puede dividirse
posteriormente a lo largo de su vida'’®'”®. En los animales expuestos a EtOH se podria estar
manteniendo el fenotipo activo de la microglia que se comenzé a dividir previamente a la
entrada en el protocolo binge para reparar el dafio que se produce por el EtOH, mientras que
en los animales control esta microglia podria encontrarse en un estado inactivo. Por otra parte,
no podemos obviar el papel regulador de la microglia madura en los procesos de neurogénesis:
durante la proliferacién neuronal, solo una proporcién de los progenitores que comienzan a
dividirse completa su diferenciacién y genera finalmente neuronas maduras que se insertan en
la circuiteria del hipocampo, mientras que el resto de células que comenzaron a dividirse
cometen apoptosis y son fagocitadas por la microglia para evitar el vertido de contenido
intracelular en el espacio extracelular’®. Con todo esto, en nuestro modelo, la mayor proporcién
de microglia en los animales expuestos a EtOH podria estar actuando en los procesos de

neurogénesis retirando restos celulares de neuronas que no han alcanzado la madurez.

En resumen, los experimentos de neurogénesis han revelado que el binge de EtOH produce
una disminucién del niimero de nuevas neuronas maduras e inmaduras, segtiin los marcadores
NeuN y DCX, respectivamente, lo que podria estar directamente asociado con el deterioro de
memoria en la prueba de reconocimiento de objeto. El EtOH, ademas, aumenta la proporcion
de microglia activa de nueva generacion. El tratamiento con DIM previene la disminucién de

neurogénesis inducida por EtOH, lo que potencialmente podria estar implicado en el correcto
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funcionamiento de la memoria de reconocimiento, ya que constituye un proceso de reparacion

hipocampal ante el dafio por la exposicion a EtOH.

A raiz de los resultados en los experimentos de supervivencia de células neurales de nueva
generacion y de neuronas inmaduras, decidimos estudiar los niveles de expresion de BDNF, su

receptor diana TrkB, la proteina kinasa Akt y el factor de transcripcién CREB.

La neurotrofina BDNF es una de las principales mediadoras de la neurogénesis adulta y tiene
un papel importante en procesos cognitivos y plasticidad’”. Las evidencias disponibles en la
literatura sobre los efectos del EtOH en los niveles de BDNF ofrecen datos heterogéneos. En el
hipocampo, se ha visto que los niveles proteicos de BDNF se encuentran aumentados
inmediatamente después de finalizar la exposicion a EtOH en un modelo de consumo

voluntario durante 3 semanas®®

, mientras que tras 8 dias de abstinencia habia disminuido la
expresion, con respecto a los animales control®”. En cuanto a la expresion génica, una unica
dosis de EtOH causé una elevacion de sus niveles en hipocampo y estriado 45 minutos mas
tarde’. En un modelo de exposicion a vapores de EtOH durante 4 semanas se observo un
aumento de la expresion del ARN mensajero de BDNF en el drea CA3 y una disminucién en
CA1 tras 12 h de abstinencia, demostrando cambios especificos de region®''. Los estudios en
pacientes con trastorno por uso de alcohol muestran una disminucién de los niveles de BDNF

en plasma sanguineo’'*

, mientras que durante la abstinencia se encontré una elevacién’”. Todo
esto demuestra que la modificacion de los niveles de BDNF tras la exposiciéon a EtOH es muy
dinamica y dependiente de varios factores, como el tipo de consumo, el area cerebral estudiada

y el punto temporal de recogida de muestra tras el consumo’"*

. Por su parte, en la literatura solo
encontramos un articulo que relaciona la administraciéon de DIM con la regulacién de los
niveles de BDNF. En este trabajo, el pretratamiento con DIM previno, de manera dosis-
dependiente, la reduccién en BDNF inducida por un estado hiperglutamatérgico en células

hipocampales HT-22'.

Nuestros resultados mostraron, a 20 h post-binge, una elevacion de BDNF en los animales
expuestos a EtOH, mientras que el tratamiento con DIM aumento6 la expresion de dicha
neurotrofina a 3 h tras la ultima administracion. Podemos pensar que el incremento de BDNF
en el grupo EtOH + DIM a 3 h post-binge permite un inicio temprano de las acciones
beneficiosas de BDNF, contribuyendo a la protecciéon de memoria a las 20 h. En los animales

que solo recibieron EtOH, por el contrario, no se observa el aumento de BDNF hasta las 20 h,
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por lo que es posible que, en este caso, los efectos de BDNF no hayan llegado a tiempo para
ejercer una prevencion del déficit de memoria. No obstante, debemos ser cautos con estos datos,
ya que, si bien son estadisticamente significativos, los aumentos observados son discretos y cabe
pensar que su impacto en el desempefo de la prueba de memoria no sea fisiologicamente
relevante. Esto se justifica en base a dos hechos: en primer lugar, segun demuestran nuestros
experimentos de supervivencia neuronal, el incremento en BDNF no concuerda con la pérdida
de neuronas de nueva formacién o de neuronas inmaduras en los animales sometidos a EtOH;
en segundo lugar, como veremos mas adelante, los intermediarios en la cascada intracelular de
BDNF, como son CREB y Akt, no sufren alteraciones en nuestros experimentos que puedan

explicar un aumento en su via de sefializacion.

Hay otros factores que pueden estar influyendo en la variaciéon de los niveles de BDNF, dos
de ellos de especial interés para esta Tesis Doctoral: MMP-9 y el receptor NMDA. Numerosos
trabajos han mostrado que la regulacion de los niveles de BDNF esta regida por MMP-9, ya que
cataliza el paso de proBDNF a BDNF, como se ha comprobado en modelos de enfermedad de
Alzheimer o autismo®**'. La desregulacion de la actividad de MMP-9 altera los niveles de
BDNF, lo que se puede asociar a anormalidades conductuales y cognitivas y deficiencias en los

mecanismos de plasticidad sinaptica®"’

. Dado que nuestros experimentos revelan un aumento
de la activacion de MMP-9 en los animales expuestos a EtOH coincidiendo a las 20 h, podemos
suponer que esta es una de las razones por las que encontramos el incremento en los niveles de
BDNF. Por su parte, la relacion entre BDNF y el receptor NMDA se desarrollara en mas detalle

a continuacidn, en la discusion sobre los niveles de TrkB.

La fosforilacion del receptor TrkB pone en marcha las cascadas intracelulares de sefializacion
de BDNF y, mediante la autofosforilacion del residuo tirosina 816 (pTrkB Tyr816), se relaciona
con la regulacién de eventos de plasticidad sindptica y neurotransmision®'®*". Nuestros datos
muestran un incremento de los niveles pTrkB Tyr816 tras la exposicion a EtOH tnicamente en
la forma no glicosilada, o inmadura, con respecto a los animales control, mientras que el
cotratamiento con DIM disminuia los niveles, tanto en la forma madura como en la inmadura,
en comparacion con los que solo recibian EtOH. Esto parece estar indicando una activacién
temprana del receptor debido a la exposicién a EtOH, la cual desaparece en un periodo corto

de tiempo.

La sefializacion por TrkB esta relacionada con el consumo de EtOH. Varios estudios en

distintos modelos de ingesta de EtOH han analizado la modulacién farmacologica de este
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receptor, tanto por agonismo como por antagonismo, obteniendo resultados heterogéneos en
cuanto a la alteraciéon del consumo de EtOH?%720-22 Ademas, en modelos de consumo de
EtOH, TrkB se ha propuesto como diana contra los efectos cognitivos del EtOH. Se ha
observado que el tratamiento con 7,8-dihidroxiflavona, un farmacomimético de BDNF, puede
aliviar el déficit de memoria espacial inducido por el consumo de EtOH mediante varios
mecanismos, incluyendo el aumento de los niveles de BDNF, la regulacion de los niveles de
estrés oxidativo e inflamacién y la inhibicion de la muerte celular’”. Mds aun, un estudio en un
modelo animal de enfermedad de Huntington ha descubierto que los efectos beneficiosos de
7,8-dihidroxiflavona sobre la memoria de reconocimiento estdn mediados por la fosforilacion
de TrkB en Tyr816***. Con todo esto, cabria pensar que la via de sefializacién de BDNF/TrkB
puede atajar la disfuncién cognitiva derivada del consumo de EtOH. En el estudio de Lee et al.
(2020)"*> comentado anteriormente, la administracion de DIM a un cultivo de células
hipocampales de la linea HT-22 sometidas a shock glutamatérgico aumentaba los niveles de
pTrkB, aunque esta vez en su residuo Tyr516. Esto no va en paralelo con nuestro resultado, ya
que nosotros observamos una disminucién de la fosforilacion. Es posible que esta disparidad se
deba a diferencias en el modelo experimental, desde la comparacion entre cultivos celulares con
administracion in vivo hasta el efecto diferencial de la fosforilaciéon de aminoacidos distintos.
No obstante, dada la temporalidad del efecto de DIM que hemos obtenido en nuestro
experimento, de nuevo es improbable que el efecto protector de la memoria que DIM posee sea

debido a su modulacién sobre la sefializaciéon por TrkB.

Como se ha adelantado en la seccién previa, BDNF y TrkB interactuan con el receptor
NMDA, lo que les confiere un papel en la LTP dependiente de dicho receptor. BDNF es capaz
de potenciar la liberacidon de glutamato y de incrementar la frecuencia de corrientes excitatorias
espontaneas postsinapticas’. En el hipocampo, se ha descrito que TrkB se distribuye entre el
axon, los terminales nerviosos y en las espinas dendriticas de neuronas glutamatérgicas,
repartido de manera equitativa entre la zona presinaptica activa y la densidad postsinaptica,
justificando las acciones presinapticas de BDNF***?7. En la direccién contraria, se sabe que la
activacion del receptor NMDA produce un incremento de las concentraciones de BDNF, lo que
a su vez se asocia a una mayor tasa de supervivencia de células hipocampales®*®. Mas aun, la
influencia de BDNF sobre los procesos de LTP sigue una dinamica Hebbiana, en tanto que
estimulaciones de baja frecuencia que no consiguen activar los receptores NMDA previenen las
corrientes glutamatérgicas inducidas por BDNF’*. Por tanto, existe una comunicacion

bidireccional entre el receptor NMDA vy la ruta de BDNF-TrkB con un importante rol en la
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modulacién de la neurotransmisién glutamatérgica y el establecimiento de los eventos de

plasticidad.

En condiciones patologicas o de dafio celular, como las que podemos encontrar tras el binge
de EtOH, las acciones de BDNF se pueden dirigir hacia la prevencién de un exceso de
neurotransmision glutamatérgica. Si bien BDNF se asocia fisiolégicamente con la activacion de
los receptores NMDA, un estudio con un modelo animal de enfermedad de Huntington ha
comprobado que BDNF ejercié un papel protector mediante la sefalizacion por TrkB
reduciendo la excitotoxicidad glutamatérgica inducida por NMDA®*. En nuestros
experimentos, a las 20 h tras la ultima administraciéon de EtOH, coincide el aumento de la
subunidad GluN2A con el aumento de los niveles de BDNF, lo que podria estar indicando una
respuesta organica para limitar la posible excitotoxicidad a través de estos receptores. A pesar
de esto, dado que en este punto temporal no hemos visto alteraciones en el receptor TrkB y que
BDNF también estd aumentado en los animales cotratados con DIM (con niveles de GIuN2A y
funcion de memoria normales), es improbable que la modulacion de la sefializacion por BDNF
esté participando de manera determinante a la proteccion de la memoria inducida por el

tratamiento con DIM.

Las dos dltimas proteinas implicadas en las rutas de senalizacion de BDNF fueron la kinasa
Akt y el factor de transcripcion CREB en sus formas fosforiladas en los residuos serina 473
(pAkt Ser473) y serina 133 (pCREB Ser133), respectivamente. Ni el binge de EtOH ni el
tratamiento con DIM supusieron ningtin cambio en los niveles de expresion de ambas proteinas
a las horas estudiadas. CREB es directamente fosforilado en Ser133 por Akt, provocando la
activacion y traslocacion nuclear de pCREB vy, asi, promoviendo la transcripcion de genes
implicados en supervivencia celular. Concuerda, entonces, que la ausencia de cambios en

pCREB y pAkt vayan en paralelo.

Se sabe que la via de sefializacion de Akt estd implicada en la ingesta de EtOH. Se ha
demostrado una marcada reducciéon del consumo de EtOH en ratones macho tras el bloqueo
de Akt o de mTOR, proteina diana e intermediaria en su cascada mensajera*"**?. Por su parte,
CREB también sufre alteraciones debidas a la exposicion a EtOH, de manera que, generalmente,
el consumo agudo de EtOH aumenta los niveles de pCREB, mientras que el consumo crénico
y la posterior abstinencia los disminuye*”. Las consecuencias del consumo de EtOH sobre la
funcionalidad de CREB pueden mantenerse a largo plazo. Por ejemplo, el consumo

intermitente de EtOH durante la adolescencia genera modificaciones epigenéticas que reducen
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la expresion y fosforilacién de CREB, lo cual se mantiene en la edad adulta®. A pesar de esto,
nuestro paradigma de binge no ejerce ninguna accion sobre los niveles de estas proteinas, ni
tampoco observamos cambios en los niveles debido al tratamiento con DIM, como si los
reportan en el estudio de Lee et al. (2020)"". De nuevo, no podemos descartar la posibilidad de

que la ausencia de cambios se deba a diferencias experimentales, temporales o de muestra.

En definitiva, el estudio de elementos de la sefializacion por BDNF reveld, en primer lugar,
ligeros efectos de elevacion de los niveles de esta neurotrofina en los animales expuestos a EtOH,
coincidiendo con el momento de realizacion del test NOR. Este aumento de BDNF podria ser
consecuencia directa del aumento de actividad proteolitica de MMP-9 o de la mayor presencia
de receptores NMDA-GIuN2A. Por su parte, DIM aumentdé los niveles de BDNF 3 h tras la
ultima administracion y disminuy6 la fosforilacion del receptor TrkB a 1 h post-binge. No
obstante, dada la temporalidad y la magnitud de los cambios, la contribucion de estas

modulaciones a la neuroproteccién de la memoria parece poco probable.

Dado que el cerebro es uno de los 6rganos que mas energia consume, tanto en forma de ATP
como de glucosa, el correcto funcionamiento de la mitocondria, organulo responsable de la

capacidad energética celular, es fundamental para la viabilidad de la neurona.

La aparicion de fallos en los procesos de fusion-fisidon mitocondrial, eventos implicados en
la funcionalidad, distribucién y mantenimiento de la mitocondria, se ha relacionado con
distintas patologias neuroldgicas y degenerativas, asi como con perturbaciones en la

neuroplasticidad y neurogénesis**

. De este modo, exploramos una bateria de enzimas
encargadas de la dindmica de fusidn-fision mitocondrial. Las proteinas de fusion-fision
mitocondrial no sufrieron cambios en sus niveles de expresion debido a la exposicién a EtOH.
En cuanto al tratamiento con DIM, solo causa efectos sobre una de ellas: la fosforilacién de
pDRP-1 Ser616, clave para iniciar la fision mitocondrial mediante la localizacion de DRP-1 en

la membrana mitocondrial®*®, se reduce marcadamente en los animales tratados con DIM,

hayan o no estado sometidos al binge de EtOH.

Aunque no hay antecedentes en la literatura sobre la interferencia de DIM sobre esta
fosforilacion en especifico, la interaccion entre DIM y la mitocondria esta documentada, mas
concretamente, en relaciéon con sus propiedades antitumorales. En células tumorales

prostaticas, DIM indujo apoptosis por la via mitocondrial mediante la activacion de las caspasas
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9,3y 6°”. En un estudio con células humanas de cancer de mama, se demostr6 que DIM redujo
la sintesis de ATP e inhibid la proliferacion celular a través del bloqueo de la ATP sintasa®®.
Podemos inferir que la accion de DIM sobre pDRP-1 Ser616 probablemente forme parte del
conjunto de efectos anticancerigenos de DIM, siendo nuestro resultado la primera evidencia de

este mecanismo.

Por otro lado, DRP-1 puede estar implicada en procesos cognitivos. En un estudio se observéd
que la inhibicion de la fosforilaciéon de DRP-1 atenuaba el dafio neuronal hipocampal y el déficit
cognitivo inducidos por la exposicion cronica a EEOH?. Ademas, en modelos de enfermedad
de Alzheimer, donde los eventos de fision mitocondrial se desregulan por exceso en las etapas
tempranas de la enfermedad, se ha propuesto DRP-1 como una diana terapéutica en el
tratamiento del dafio cognitivo caracteristico de esta patologia®. En un estudio con ratas se
relaciono la reducciéon de la disponibilidad de DRP-1 en la mitocondria con la mejora en los
sintomas cognitivos en la prueba del laberinto de agua de Morris**'. Otro trabajo con ratones
transgénicos con fenotipo de enfermedad de Alzheimer de inicio temprano demostré que la
inhibicién de DRP-1 mejoraba la memoria espacial segtin el laberinto de Morris y el aprendizaje
asociativo en un test de evitacion pasiva**’. Podemos deducir, por tanto, que la disminucién de
pDRP-1 Ser616 ejercida por DIM puede estar colaborando con la neuroproteccion de la

memoria.

* Diversas evidencias en la literatura han sugerido que la capacidad neuroprotectora de DIM se
puede asociar a su potencial antioxidante, por ejemplo, mediante la induccion de la expresion

de enzimas antioxidantes.

Es por ello que, en ultimo lugar, decidimos analizar la expresion de proteinas con funcién
antioxidante, como catalasa, HO-1, NOX-2, NQO-1 y las superéxido dismutasas 1 y 2.
Contrario a lo esperado, el tratamiento con DIM no modifica los niveles de expresion de
ninguna de estas proteinas. En cuanto a la exposiciéon a EtOH, unicamente HO-1 muestra
cambios, observandose una ligera elevacion sus niveles. Este dato podria estar en concordancia
con el aumento de la microglia en los animales sometidos al binge de EtOH, ya que son las
principales sintetizadoras de HO-1, junto con los astrocitos. La expresion de HO-1, se desata
rapidamente ante una variedad de estimulos estresantes para ofrecer proteccion ante dafio
oxidativo*®. El consumo de EtOH induce la sintesis de ROS en el cerebro, siendo el hipocampo

especialmente vulnerable a los dafios ocasionados por estas sustancias*****. Por tanto, seria
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légico encontrar aumentos en las defensas antioxidantes para combatir los efectos de ROS en
esta drea cerebral. Por otro lado, HO-1 se ha considerado clasicamente un agente antioxidante,
pero recientemente se ha puesto el foco en su capacidad antiinflamatoria, por su potencial
contra enfermedades caracterizadas por inflamacion cronica**. Se sabe que el consumo de
EtOH, incluyendo el consumo binge, genera una respuesta proinflamatoria en el SNC, en gran
medida debida a alteraciones en la microbiota a través del eje intestino-cerebro**—*. Es
posible, igualmente, que el binge de EtOH haya desencadenado eventos proinflamatorios y que
una de las medidas compensatorias fisioldgicas haya sido la subida de los niveles de HO-1. No
obstante, dado que el resto de las proteinas no presentan modificaciones en su concentracion,
no parece que el daio oxidativo o inflamatorio por el binge de EtOH sea muy acusado ni tenga
un impacto importante sobre la disfuncion de la memoria. Aunque resulta sorprendente que
DIM no haya modificado los niveles de ninguna de estas proteinas, seria interesante valorar si
el efecto del EtOH o de DIM sobre una regulacién de los niveles de enzimas antioxidantes
aparecieran a un plazo de tiempo mas agudo y que, por tanto, estuviéramos analizando los

niveles de estas enzimas en una fase de retorno basal.

En resumen, nuestro protocolo de binge multiple y el tratamiento con DIM ejercieron
acciones discretas sobre los dos tltimos ejes estudiados. La disminucion de la fosforilacion de
DRP-1 tras el tratamiento con DIM puede estar relacionada con el efecto protector de la
memoria, asi como con las propiedades antitumorales del compuesto. Por su parte, el sutil
incremento de la enzima HO-1 en los animales expuestos al binge de EtOH podria ser una

medida antiinflamatoria o antioxidante para combatir el dano producido por el EtOH.
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CONCLUSIONES

Del conjunto de los resultados presentados se extraen las siguientes conclusiones:

IL.

I1I.

IV.

VL

El tratamiento con cuatro dosis de 3,3’-diindolilmetano (DIM) previene el déficit de
memoria de reconocimiento de objeto inducido por la exposicion a EtOH tipo binge de

manera transitoria.

El efecto neuroprotector de DIM se asocia con una modulacién de la homeostasis del
sistema de neurotransmision glutamatérgico en el hipocampo. El tratamiento con DIM
previene el desequilibrio en la expresion de las subunidades del receptor NMDA y

promueve la expresion del transportador de glutamato EAAT?2.

El tratamiento con DIM modula las alteraciones en la actividad proteolitica de MMP-9
producidas por el EtOH. Esto sugiere que MMP-9 podria participar en el mecanismo de

accion por el cual el DIM previene el déficit de memoria.

El tratamiento con DIM previene la pérdida de neuronas inmaduras inducida por
EtOH, pero no interviene en la supervivencia de neuronas maduras, sugiriendo que el
mantenimiento de la poblaciéon de neuronas inmaduras desempefia un papel

importante en la proteccion ejercida por DIM frente a los déficits cognitivos.

Los efectos del tratamiento con DIM sobre los eventos de neurogénesis hipocampal no
estan mediados por una modificacion de la sefializacion por la ruta de BDNF, ya que los
cambios inducidos por este compuesto sobre los componentes de esta via no parecen

fisiolégicamente relevantes.

La prevencion del déficit de memoria de reconocimiento no se puede relacionar con la

capacidad antioxidante de DIM en nuestro modelo de binge de EtOH.
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CONCLUSIONS

The following conclusions are gathered from the ensemble of the presented results:

L.

II.

I1I.

IV.

VI

Treatment with four doses of 3,3’-diindolylmethane (DIM) prevents the impairment of

recognition memory induced by binge-like EtOH exposure in a transient manner.

The neuroprotective effect of DIM is associated with the modulation of the homeostasis
of the hippocampal glutamatergic neurotransmission system. Treatment with DIM
prevents the imbalance in the expression of NMDA receptor subunits and promotes the

expression of glutamate transporter EAAT?2.

Treatment with DIM modulates the proteolytic activity alterations on MMP-9 produced
by EtOH. This suggests that MMP-9 may participate in the mechanism of action by
which DIM prevents the memory deficit.

Treatment with DIM prevents the EtOH-induced loss of immature neurons but does
not intervene in the survival of adult-born mature neurons, suggesting that the effects
of DIM on cognitive deficits require the maintenance of the immature neuron

population.

The effects of DIM treatment on hippocampal neurogenesis processes are not mediated
by a modification of the BDNF signalling pathway since the changes induced by DIM

in this route do not seem physiologically relevant.

Recognition memory impairment prevention cannot be related to the antioxidant

property DIM in our binge EtOH paradigm.
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